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ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
A549 epitheliale 
Lungenkrebszellen  
AA  Arachidonsäure  
AKt  Proteinkinase B 
APC Antigen-präsentierende 
Zellen  
(antigen-presenting cells) 
ASS  Acetylsalicylsäure  
ATP  Adenosintriphosphat 
BLT  Leukotrien B4 Rezeptor 
cAMP cyclisches Adenosinmono-
phosphat 
CD Gruppe immunphäno-
typischer Oberflächen-
merkmale von Zellen 
(cluster of differentiation) 
COX  Cyclooxygenasen 
cPLA2 zytosolische Phospholipase 
A2 
(cytosolic phospholipase A2) 
CTLA-4 cytotoxic T-lymphocyte-
associated Protein 4 
CYP  Cytochrom P450 Enzyme 
DHA  Docosahexaensäure  
DNS  Desoxyribonukleinsäure 
E. coli  Escherichia coli 
EPA  Eicosapentaensäure  
ERK extracellular-signal 
regulated kinases 
 
FLAP 5-Lipoxygenase-
aktivierendes Protein 
fMLP Formyl-Methionyl-Leucyl-
Phenylalanin 
HDHA Hydroxydocosahexaen-
säure 
HEPE Hydroxyeicosapentaen-
säure 
HETE Hydroxyeicosatetraensäure 
HL-60 promyeloische 
Blutkrebszellen 
HpETE Hydroperoxyeicosatetraen-
säure 
HPLC Hochleistungs-
flüssigkeitschromatografie  
(high performance liquid 
chromatography) 
HT-29  epitheliale Darmkrebszellen 
HUVEC Endothelzellen der 
humanen Nabelschnur 
(umbilical vein endothelial 
cells) 
IL  Interleukin 
IM-MS Ionenmobilitäts-
Massenspektrometrie 
IFN-γ  Interferon-gamma 
LM  Lipidmediatoren 
LO  Lipoxygenasen 
LPS  Lipopolysaccharide 
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LT  Leukotrien 
LX  Lipoxin 
M1  M1-Makrophagen 
M2  M2-Makrophagen 
MAPK Mitogen-aktivierte 
Proteinkinase 
MAPKAPK-2 MAPK-aktivierte 
Proteinkinase 2 
MAPKK Mitogen-aktivierte 
Proteinkinase Kinase  
(auch MAP2K oder MEK) 
MaR  Maresin 
M-CSF Monozytenkolonien-
stimulierender Faktor 
(macrophage colony-
stimulating factor) 
MDSC Myeloide Suppressorzellen 
(myeloide-derived 
suppressor cells) 
MHC Haupthistokompatibilitäts-
komplex  
(major histocompatibility 
complex) 
mPGES-1 mikrosomale Prostaglandin 
E Synthase 1 
MRM  multiple reaction monitoring 
MS/MS Tandem-
Massenspektrometrie 
mTOR mechanistic target of 
Rapamycin 
m/z Masse/Ladung-Verhältnis 
eines ionisierten Analyten 
NF-κB  nuclear factor 'kappa-light-
chain-enhancer' of activated 
B-cells 
NK Zellen Natürliche Killerzellen 
NSAR Nichtsteroidales 
Antirheumatikum  
PAF Plättchenaktivierender 
Faktor 
PAMPs Pathogen-assoziierte 
molekulare Muster 
(pathogen-associated 
molecular patterns) 
PD  Protektin 
PD-1 programmed cell death 
protein 1 
PD-L1 programmed cell death 1 
ligand 1 
PD-L2 programmed cell death 1 
ligand 2 
PFT  Poren-formende Toxine 
PG  Prostaglandin 
PI3K  Phosphoinositid-3-Kinase 
PLA2 Phospholipase A2 Typ 
(Lipidhydrolyse typischer-
weise an der sn-2 Position) 
PMNL Granulozyten 
(polymorphonuclear 
leukocytes) 
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PPAR Peroxisom-Proliferator-
aktivierter Rezeptor 
PUFA Mehrfach ungesättigte 
Fettsäuren 
(polyunsaturated fatty acids) 
Raf (rat fibrosarcoma) 
Serin/Threonin-
Proteinkinase 
Ras kleines G-Protein des 
(rat sarcoma) Proto-
Onkogen 
RP Umkehrphase 
(reversed phase) 
Rv  Resolvin 
S. aureus Staphylococcus aureus 
SPM specialized pro-resolving 
mediators 
SRM  selected reaction monitoring 
TAM Tumor-assoziierte-
Makrophagen 
TGF-β Transformierender 
Wachstumsfaktor beta 
(transforming growth factor 
beta) 
TLR  Toll-like-Rezeptor 
TNF-α  Tumornekrosefaktor-alpha 
TX  Thromboxan 
UDP  Uridindiphosphat 
UPLC Ultra Performance Liquid 
Chromatography 
VEGF vaskulärer endothelialer 
Wachstumsfaktor 
(vascular endothelial growth 
factor)  
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ZUSAMMENFASSUNG 
Die Pathophysiologie von verschiedenen kardiovaskulären Erkrankungen, Adipositas, Typ-2 
Diabetes, Asthma, neurodegenerativer Krankheiten und Krebs ist häufig durch eine chronisch 
entzündliche Komponente gekennzeichnet. Aufgrund der hohen Prävalenz dieser 
Erkrankungen und des teilweise noch recht limitierten Behandlungserfolges, hat die Suche 
nach neuen Therapieoptionen höchste Priorität [1-3]. Die Manipulation verschiedener, aus 
Arachidonsäure (AA)-, Eicosapentaensäure (EPA)-, und Docosahexaensäure (DHA)- 
abgeleiteter pro- und antiinflammatorischer Lipidmediatoren (LM) ist dabei ein 
vielversprechender therapeutischer Ansatz. LM werden im Zusammenspiel von 
Phospholipasen (PLA2), Cyclooxygenasen (COX), Lipoxygenasen (LO), oder/ und CYP-
Enzymen sowie verschiedener nachgeschalteter Enzyme biosynthetisiert. Eine Dysregulation 
dieser LM ist mit einer Vielzahl der oben benannten Erkrankungen assoziiert [4-7]. Etwas 
vereinfacht kann man den 5-LO-abhängigen Leukotrienen eher proinflammatorische, den 
vorwiegend 15-LO-abhängigen SPM (specialized pro-resolving mediators) vorwiegend 
antiinflammatorische und den COX-abhängigen Prostaglandinen immunmodulierende (pro- 
und antiinflammatorische) biologische Aktivitäten zuweisen [2, 5, 6, 8]. Mit dem Wissen, dass 
die Tumor-fördernde-Entzündung ein Motor vieler maligner Erkrankungen ist, lassen sich mit 
gewissen Einschränkungen für Leukotriene weiterhin eher protumorale und für SPM dagegen 
antitumorale Eigenschaften ableiten. Für Prostaglandine ergibt sich ein vorwiegend 
protumorales Wirkspektrum. Für letztere überwiegen unter anderem die immunsuppressiven 
und damit die frühe Tumoreliminierung störenden Aktivitäten [8-13]. 
Aus der Oxygenierung verschiedener Fettsäuren durch die benannten Enzyme ergibt sich 
schließlich eine Vielzahl von unterschiedlichen LM. Diese haben sich teils überschneidende 
bis völlig gegensätzliche Aktivitäten. Um komplexe biologische Prozesse gut verstehen oder 
pharmakologisch effizient modulieren zu können, bedarf es der Erstellung sehr umfangreicher 
LM-Profile [5, 14] Makrophagen sind als Schlüsselspieler der angeborenen und erworbenen 
Immunabwehr integraler Bestandteil entzündlicher Prozesse und assoziierter Erkrankungen 
[1, 15]. Aufgrund ihrer ausgeprägten Plastizität sind sie außerdem in der Lage ein sehr breites 
Spektrum an LM zu synthetisieren [16]. Der Kern dieser Arbeit war die Entwickelung und 
Erprobung eines Makrophagen basierten Testsystems zur Charakterisierung umfassender 
LM-Profile in Abhängigkeit verschiedener modulierender Faktoren wie pharmakologisch aktive 
Substanzen oder die Kommunikation mit unterschiedlichen Nachbarzellen.  
Durch in-vitro Differenzierung von Monozyten aus Blutspenden und anschließender 
Polarisierung wurden zwei klassische Makrophagenphänotypen gewonnen: einen früh im 
Entzündungsgeschehen auftretenden proinflammatorischen/antimikrobiellen M1-Typ sowie 
einen später vorkommenden entzündungsauflösenden und wundheilungsfördernden M2-Typ 
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[17-19]. Im Vergleich zu anderen Stimuli stellten sich vor allem pathogene Varianten von 
Escherichia coli (E. coli) und Staphylococcus aureus (S. aureus) als ausgezeichnete 
Aktivatoren der LM-Biosynthese heraus. Entsprechend ihrer enzymatischen Ausstattung 
zeigten M1 (COX-2↑) ein eher proinflammatorisches, Prostaglandin E2 (PGE2)- und Leukotrien 
B4 (LTB4)-reiches LM-Profil; M2 (15-LO-1↑) dagegen ein eher SPM-geprägtes 
antiinflammatorisches Spektrum. Während nahezu alle verwendeten Stimuli gute Initiatoren 
der COX-Produktbildung gewesen sind, war die subzelluläre Translokation und Enzymaktivität 
der 5-LO und 15-LO-1 an einen anhaltenden Calciumeinstrom durch die stärker virulenten 
Bakterien geknüpft. Mit den Arbeiten in Manuskript 1 identifizierten wir erstmals Stimuli, die in 
der Lage waren, alle Hauptbiosyntheseenzyme der LM-Bildung (COX, 5-LO, 15-LO-1) in 
isolierten Zellen zu aktivieren. 
Inhibitoren der LM-Biosynthese kranken oft an vorwiegend symptomatischer, nicht aber 
kausaler, die Entzündung final auflösender, Wirkweise. Als Ursache wird unter anderem 
diskutiert, dass pro- und antiinflammatorische Mediatoren sich teilweise dieselben 
Syntheseenzyme teilen. Beispielsweise katalysiert die 5-LO sowohl die LTB4-Bildung, 
zusammen mit der 15-LO aber auch die Produktion zahlreicher SPM [5, 20, 21]. Des Weiteren 
gilt die sogenannte Substratumleitung (Shunting) infolge der Blockade eines 
proinflammatorischen Enzymes hin zu einem anderen als mögliche Ursache unerwünschter 
Nebenwirkungen [21-23]. Für Manuskript II etablierten wir eine Methode zur umfassenden und 
zeitlich sehr effizienten LM-Analytik. Dafür kombinierten wir literaturbekannte Tandem-
Massenspektrometrie-Methodik (MS/MS) mit vorgeschalteter Ultra Performance Liquid 
Chromatography-Technologie (UPLC). In Anbetracht oben aufgezählter Probleme von 
Inhibitoren der LM-Biosynthese sollte ein neues Testsystem (E. coli; M1/M2; UPLC-MS/MS) 
genutzt werden, um bekannte pharmakologische Substanzen hinsichtlich Ihres Einflusses auf 
ein gesamtheitlicheres LM-Profil (mit 33 verschiedenen Spezies) genauer unter die Lupe zu 
nehmen. Neben der erwarteten Inhibition des postulierten Zielenzymes zeigten die 
untersuchten Substanzen teilweise erstaunliche Effekte auf das gesamte LM-Netzwerk: (I) Die 
Inhibitoren der COX und 15-LO-1 erhöhten gleichzeitig die Konzentration proinflammatorischer 
Leukotriene. (II) Die Leukotrienhemmung der Inhibitoren der 5-LO und dessen Helferprotein 
FLAP (5-Lipoxygenase-aktivierendes Protein) war in M1 stärker ausgeprägt als in M2. (III) 
Während der klinisch zugelassene 5-LO-Inhibitor Zileuton auch die Bildung von 15-LO-
Produkten, inklusive SPM blockierte, mündete der FLAP-Inhibitor zusätzlich in erhöhten, vor 
allem DHA-abgeleiteten, SPM. (IV) Der 15-LO-1 Inhibitor 3887 blockierte die Produktbildung 
sämtlicher SPM in M2. Die Ergebnisse aus Manuskript II zeigen, dass vermeintlich spezifische 
Modulatoren von Enzymen der LM-Biosynthese das Gesamtnetzwerk unerwartet stark 
verändern können. Potenziell kann also durch die Einnahme bestimmter Substanzen neben 
der erwünschten Dämpfung entzündlicher Prozesse auch deren Auflösung ausgebremst 
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werden. Zukünftig könnten Inhibitoren von FLAP oder anderen nachgeschalteten Enzymen 
von COX und LO sowie duale Inhibitoren vielversprechendere Wirkstoffkandidaten, mit 
günstigeren LM-Profilen, darstellen.  
Im Rahmen des Manuskriptes III nutzen wir die gewonnene Expertise aus den 
vorangegangenen Arbeiten und etablierten ein Makrophagen basiertes Kokulturmodell mit 
unterschiedlichen (entarteten und nicht-entarteten) Zellpartnern, um deren gegenseitigen 
Einfluss auf die LM-Biosynthesekapazität genauer zu untersuchen. Dabei konnten wir zeigen, 
dass die zellkontaktlose Kommunikation von epithelialen Krebszellen (A549, HT-29) mit 
Tumor-assoziierten/M2-ähnlichen-Makrophagen (TAM/M2) zu einer potenziell krebs-
fördernden Tumormikroumgebung, die reich an Leukotrienen und Prostaglandinen ist, 
beitragen kann. Für die Kokultur von TAM/M2 und A549-Lungenkrebszellen untersuchten wir 
die mechanistischen Hintergründe genauer. Eine vorherige Kokultur über 48 Stunden erhöhte 
die Leukotrienbildungskapazität der Makrophagen stark. Diese Immunzellen reagierten auf die 
(bakteriell-induzierte) LM-Stimulation wesentlich sensitiver als die monokultivierten Kontrollen. 
Das Phosphorylierungs-Ausmaß von p38 MAPK (p38-Mitogen-aktivierte Protein Kinase) und 
der nachgeschalteten Kinase MAPKAPK-2 (MAPK-aktivierte Proteinkinase 2), welche die 5-
LO phosphoryliert und deren Produktbildung fördert [24, 25], war während der Stimulation 
stark erhöht. Dementsprechend verhinderte der p38 MAPK-Inhibitor Skepinone-L selektiv die 
beschriebene erhöhte 5-LO-Produktbildung. Außerdem steigerten die Makrophagen die 
Prostaglandinbildungskapazität der epithelialen Krebszellen. Als sehr wahrscheinliche 
Ursache konnte eine, aus Kokultur resultierende, verstärkte COX-2-Expression in A549 
experimentell bestimmt werden. 
Zusammenfassend identifizierten wir erstmals Stimuli, die alle Hauptbiosyntheseenzyme der 
LM-Bildung (COX, 5-LO, 15-LO) in isolierten Zellen aktivieren können und dabei sowohl 
calcium- als auch phosphorylierungs-abhängige Enzymaktivierungen involvieren. In 
Kombination mit verschiedenen Makrophagenphänotypen und einer selektiven und sensitiven 
UPLC-MS/MS basierten Analytik war es möglich, umfangreiche LM-Profile zu erstellen. Dieses 
Testsystem erlaubte uns sehr genau nachzuvollziehen, wie pharmakologisch aktive 
Substanzen oder andere zelluläre Interaktionspartner den LM-Fingerabdruck modulieren. 
Damit hilft die vorliegende Arbeit bei der Identifizierung von potenziell nebenwirkungsärmeren 
und effizienteren entzündungsauflösenden Wirkstoffen. Außerdem kann das etablierte 
Testsystem dazu beitragen entzündungsassoziierte Erkrankungen, darunter auch Krebs, mit 
veränderter LM-Biosynthese mechanistisch besser verstehen und therapieren zu können. 
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SUMMARY 
A multitude of widespread diseases, including vascular and neurological disorders, adipositas, 
type-2 diabetes, asthma and cancer have an inflammatory component. Unfortunately, the 
success in curing those diseases is still quite limited. Thus, there is a high need in searching 
for better therapeutic strategies [1-3]. Manipulating the levels of different arachidonic acid  
(AA)-, eicosapentaenoic acid (EPA)- and docosahexaenoic acid (DHA)-derived pro- and anti-
inflammatory lipid mediators (LM) may serve as a promising strategy. The biosynthesis of 
these LM is orchestrated by the action of different phospholipases (PLA2), cyclooxygenases 
(COX), lipoxygenases (LO) or/and CYP-enzymes, as well as additional downstream enzymes. 
A dysregulation of these LM is associated with many diseases mentioned above [4-7]. 
Somewhat simplified the following properties can be assigned to the three major LM families: 
(I) The 5-LO-derived Leukotrienes act predominantly proinflammatory. (II) SPM (specialized 
pro-resolving mediators; mainly biosynthesized by 15-LO) are anti-inflammatory mediators. 
And (III) COX-derived prostaglandins have different immunomodulating (pro- and anti-
inflammatory) biological properties [2, 5, 6, 8]. Owing to the knowledge that tumour-associated-
inflammation is an enabling characteristic of several kind of cancers, it is reasonable that 
leukotrienes predominantly act in a pro-tumoral manner, while SPM have opposite effects. For 
prostaglandins it is a little more complicated; especially because of many immunosuppressive, 
tumour-elimination disturbing properties, they mainly act in a pro-tumoral fashion [8-13] 
The oxygenation of fatty acids by the enzymes mentioned above results in many different LM. 
The biosynthesized LM are having partially redundant till completely opposite biological 
activities. For a proper understanding or an efficient pharmacological manipulation of complex 
biological processes, it is necessary to determine very comprehensive LM profiles [5, 14]. 
Macrophages are key players of the innate and adaptive immune system and are involved in 
actually all kind of inflammatory processes and associated diseases [1, 15]. Furthermore, 
according to their high plasticity, these cells can produce a broad spectrum of LM [16]. The 
main aim of this thesis was the development of a macrophage-based test system yielding to 
very comprehensive LM profiles, as well as the investigation how these LM fingerprints are 
modulated by small molecules or the humoral communication with other cells. 
We created two classical subtypes of macrophages (M1 and M2) by isolating monocytes from 
human blood, followed by in-vitro differentiation and polarization. The M1-type normally occurs 
early in inflammatory processes and acts in a proinflammatory/antimicrobial fashion. The M2-
type appears later and has inflammation-resolving and wound-healing properties [17-19]. By 
comparing various stimuli, we observed that more virulent variants of the bacteria Escherichia 
coli (E. coli) und Staphylococcus aureus (S. aureus) are excellent activators of LM 
biosynthesis. According to their different enzyme expression, M1 (COX-2↑) produced a more 
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proinflammatory, prostaglandin E2 (PGE2)- and leukotriene B4 (LTB4)-enriched profile; while 
the stimulation of M2 (15-LO-1↑) resulted in a more anti-inflammatory spectrum with higher 
levels of SPM. Intriguingly, all the stimuli we tested were able to initiate the formation of COX 
products. By contrast the subcellular trans-location and enzyme activity of 5-LO and 15-LO-1 
were strongly coupled to a sustained cellular calcium influx (by more virulent bacteria). In 
manuscript I, for the first time we identified stimuli activating all main LM-biosynthesizing 
enzymes (COX, 5-LO, 15-LO-1) in isolated cells. 
Inhibitors of LM biosynthesis often block inflammation only in a symptomatic (pain, swelling), 
but not causative manner. They are not able to resolve inflammation properly. One reasonable 
explanation is that pro- and anti-inflammatory LM are partially synthesized by the same 
enzymes. For instance, 5-LO catalyses the production of LTB4, but also enables the formation 
of many SPM together with 15-LO [5, 20, 21]. Furthermore, blocking one proinflammatory 
enzyme can lead to a shunting of fatty acid substrates to another one, possibly resulting in 
undesirable side effects [21-23]. For manuscript II we established a system allowing 
comprehensive and less time-consuming LM analytics by having combined a literature-known 
tandem mass spectrometry method (MS/MS) with an Ultra Performance Liquid 
Chromatography technology (UPLC). Regarding the above-mentioned problems of LM 
biosynthesis inhibitors we aimed to use this new test system (E. coli; M1/M2; UPLC-MS/MS) 
to re-evaluate well-known pharmacological substances by comprehensively characterizing 
associated LM profiles (including 33 different species). Besides expected on-target actions, 
we obtained additional valuable information: (I) Inhibitors of COX and 15-LO-1 elevated 
proinflammatory leukotrienes. (II) The efficiency in decreasing leukotrienes of the inhibitors 
targeting 5-LO or it´s helper protein FLAP (5-lipoxygenase-activating protein) was more 
pronounced in M1 than in M2. (III) While the clinical approved 5-LO inhibitor Zileuton also 
blocked the product formation of 15-LO-1, including SPM, inhibition of FLAP increased several, 
especially DHA-derived SPM. (IV) The 15-LO-1 inhibitor 3887 suppressed the formation of all 
SPM in M2. The results of manuscript II show that supposedly specific modulators of LM-
biosynthesizing enzymes can change the entire LM network in an unexpected manner. In this 
way it is possible that some drugs not only dampen inflammation but also slow down the 
resolution of inflammation. For the future, targeting FLAP or other downstream enzymes of the 
COX and LO pathways, as well as using dual inhibitors, leading to more favourable LM profiles, 
may serve as more promising strategies to treat inflammatory disorders.  
For manuscript III we used our new technical expertise and established a macrophage-based 
coculture model with different cancerous and non-cancerous cell lines to study how their 
mutual interaction influences their LM-biosynthetic capacities. We could show that already 
humoral communication of epithelial cancer cells (A549, HT-29) and tumour-associated/M2-
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like macrophages (TAM/M2) can create a leukotriene- and prostaglandin-enriched, potentially 
cancer-promoting, tumour-microenvironment. For the coculture of TAM/M2 and A549 lung 
cancer cells we studied the mechanistic background in more detail. 48 hours coculture strongly 
elevated the leukotriene formation capacity in macrophages. Compared to their monocultures, 
the formerly cocultured immune cells responded much more sensitive to bacterial induced 
stimulation of LM biosynthesis. Both the phosphorylation of p38 MAPK (p38 mitogen-activated 
protein kinase) and their downstream kinase MAPKAPK-2 (MAPK-activated protein kinase 2), 
which is known to phosphorylate and stimulate 5-LO activity [24, 25], were strongly increased 
during stimulation. Accordingly, this increase of 5-LO products was selectively prevented in 
the presence of the p38 MAPK inhibitor Skepinone-L. Furthermore, the precedent coculture 
with macrophages led to an elevated prostaglandin formation capacity of A549 cancer cells. 
This was accompanied by increased levels of COX-2 enzyme expression compared to A549 
monocultures. 
Conclusively, for the first time we identified stimuli activating all relevant LM-biosynthesizing 
pathways (COX, 5-LO, 15-LO) in isolated cells, involving both calcium- and phosphorylation-
dependent enzyme regulations. In combination with different macrophage phenotypes and a 
UPLC-MS/MS based analytical method of high selectivity and sensitivity we were able to 
determine comprehensive LM profiles. This test system allowed us to check exactly, how 
pharmacological active compounds or cellular interaction partners modulate the LM fingerprint. 
Thus, this thesis can help to identify potentially safer and more efficient inflammation-resolving 
drugs. Additionally, the established test system can contribute to better mechanistically 
understand and to treat inflammatory disorders (like cancer) that are associated with 
dysregulated LM biosynthesis. 
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1.1 Immunologische Grundlagen 
1.1.1 Entzündung im Rahmen der angeborenen und erworbenen Immunantwort 
Die Kardinalsymptome der Entzündung wurden bereits vor etwa 2000 Jahren von Aulus 
Cornelius Celsus mit Rötung, Wärme, Schmerz, Schwellung und von Galenos von Pergamon, 
der die gestörte Funktion eines Gewebes (functio laesa) hinzufügte, aufs Trefflichste 
beschrieben [26]. Ende des 19 Jahrhunderts ergänzten zwei wichtige Lehren das Verständnis 
der Entzündung. Zum einen die Theorie der Immunität durch zelluläre Komponenten von Elias 
Metschnikoff, dem Entdecker der Phagozytose. Zum anderen die Theorie der humoralen 
Immunität von Paul Ehrlich, der neben Emil von Behring Mitentwickler erster Antiseren gegen 
Diphtherie und Tetanus war [27].  
Wir wissen heute, dass die (Patho-)Physiologie einer Entzündung äußerst komplex ist. Ein 
Modell des renommierten Immunologen Ruslan Medzhitov erleichtert das Verständnis. Er teilt 
die Entzündung in die Module: Auslöser, Sensoren, Mediatoren und Effektoren/Zielgewebe ein 
[1, 27]. Die Auslöser können von exogener (beispielswiese Bakterien, Viren, Allergene) oder 
endogener (Stress- oder Gewebsschädigung-assoziierte Strukturen) Natur sein. Die 
Sensoren, die solche Pathogen- beziehungsweise Schaden-assoziierte molekulare Strukturen 
(PAMPs/ DAMPs, pathogen-/damage-associated molecular patterns) erkennen, sind vor allem 
Makrophagen, dendritische Zellen und Mastzellen, welche ihrerseits mit korrespondierenden 
Erkennungsrezeptoren (PRRs, pattern recognition receptors) ausgestattet sind [1, 26, 27]. Je 
nach Auslöser und Sensor werden die unterschiedlichsten Mediatoren (darunter Zytokine, 
vasoaktive Amine, Lipidmediatoren) freigesetzt. Allgemeinhin erleichtern diese Mediatoren 
durch Lockstoffe, Vasodilatation und Erhöhung der Gefäßpermeabilität den Eintritt weiterer 
immunkompetenter Zellen in das Zielgewebe. Darüber hinaus können entsprechende Zytokine 
systemisch wirken. Beispielsweise initiieren sie Fieber, Müdigkeit und erhöhte 
Schmerzsensibilität durch zerebrale Aktivität oder verursachen in der Leber die verstärkte 
Produktion Akuter-Phase-Proteine, wie C-reaktives Protein (CRP) oder Komplementfaktoren. 
Die stark angereicherten Zellen (vor allem Neutrophile Granulozyten und Makrophagen), 
unterstützt und moduliert von humoralen Komponenten (darunter Antikörper und 
Komplementsystem), versuchen die Auslöser der Entzündung im Zielgewebe auf 
unterschiedlichste Art und Weise zu eliminieren [1, 26-28]. 
Diese vergleichsweise unspezifische Immunantwort des sogenannten Angeborenen 
Immunsystems wird dabei durch die Maschinerie des Erworbenen Immunsystems ergänzt. Für 
letzteres basieren Immunreaktionen auf sehr variabler Antigenerkennung und laufen bei 
Erstkontakt verhältnismäßig langsam, bei Reexposition durch langanhaltenden Schutz sehr 
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rapide ab [29]. Aufs Kürzeste heruntergebrochen (I) erkennen Dendritische Zellen und 
Makrophagen (als Sensoren) pathologische Strukturen, (II) phagozytieren diese, (III) 
prozessieren diese zu kleineren Peptidstrukturen und (IV) präsentieren diese in den 
sogenannten MHC (major histocompatibility complex)-Proteinen naiven T-Zellen (Erkennung 
über ihren fremd-erkennenden T-Zell Rezeptor). (VI) T-Zellen entsprechender 
Antigenkorrespondenz reifen und vermehren sich. (VII) Auf diese Art werden selbst zytotoxisch 
agierende T-Zellen (CTL, cytotoxic T lymphocytes) oder T-Helfer-Zellen, die wiederum die 
Zytotoxizität anderer Immunzellen (TH1) oder eine spezifischere Antikörperbildung von B-
Zellen (TH2) stimulieren, klonal vermehrt. Daneben können B-Zellen durch Antigenerkennung 
auch ohne T-Zell-Beteiligung vergleichsweise unspezifische Antikörper bilden [28, 29]. 
Zusätzlich spielen bei der T-Zell-Aktivierung neben der T-Zell-Rezeptor-MHC-Interaktion 
kostimulatorische und koinhibitorische Rezeptoren auf Seiten der T-Zellen und der Antigen-
präsentierenden Zellen (APC, antigen-presenting cells) eine wesentliche Rolle. Beispielsweise 
drosseln die klinisch relevanten koinhibitorischen T-Zell-Rezeptoren CTLA-4 (cytotoxic T-
lymphocyte-associated Protein 4) und PD-1 (programmed cell death protein 1) die 
immunologische Aktivität der T-Zellen [29, 30]. Zusammen mit den APC komplettieren die T- 
und B-Zellen (als weitere Effektoren) so die gesamtheitliche Immunantwort. 
1.1.2 Das „Löschen der Flamme“ – Entzündungsauflösung 
Nicht abklingende Entzündungen werden als chronisch bezeichnet. Viele Erkrankungen, 
darunter Adipositas, Typ-2 Diabetes, Asthma, neurodegenerative Krankheiten und Krebs sind 
durch eine chronische Entzündung charakterisiert [1, 2, 27]. Als Ursache werden anhaltende 
immunologische Adaptionsversuche auf Fehlfunktionen verschiedener Gewebe, bedingt durch 
Mutationen oder pathologische Umweltfaktoren (hochkalorische Ernährung, Bewegungs-
armut, toxische Substanzen, Alter, persistierende Infektionen), diskutiert [1, 27]. 
Normalerweise klingen akute Entzündungen nach gewisser Zeit wieder ab. Diese sogenannte 
Entzündungsauflösung (Resolution) ist kein passives Ereignis, sondern ein aktiver, 
koordinierter Prozess mit dem Versuch der Wiederherstellung der ursprünglichen 
Gewebsfunktion [2, 7, 26, 31, 32]. Bei klassisch-infektionsbedingten Entzündungen kann die 
Resolution zeitlich als Periode zwischen dem frühen Maximum infiltrierter Immunzellen 
(insbesondere PMNL, polymorphonuclear leukocytes = Granulozyten) und dem darauf 
folgenden Minimum eingeordnet werden [31]. Als Kernprozesse der Entzündungsauflösung 
gelten dabei: (I) die Beseitigung der inflammatorischen Stimuli (beispielsweise infolge von 
Phagozytose und Zerstörung durch PMNL); (II) das Abfangen beziehungsweise der Abbau 
proinflammatorischer Mediatoren; (III) die Apoptose von PMNL, gefolgt von ihrer Beseitigung 
durch Makrophagen (Efferozytose) und deren Wechsel zu einem antientzündlichen, 
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geweberegenerierenden (M2-like) Phänotyp; (IV) sowie die Einwanderung von Monozyten und 
Differenzierung zu weiteren regulatorisch wirkenden Makrophagen [31, 32].  
Zwei hochrangig publizierte Studien illustrierten den Verlauf von Entzündung und deren 
Auflösung besonders gut. Beide initiierten eine intraperitoneale Entzündung (durch Bakterien 
oder Zymosan, einem Homoglykan aus der Zellwand von Hefen) und charakterisierten mittels 
Durchflusszytometrie die zeitabhängige Präsenz unterschiedlicher Immunzellen. In beiden 
Arbeiten ergab sich ein entzündungsbedingtes PMNL-Maximum innerhalb von etwa 4 bis 12 
Stunden, gefolgt von der Entzündungsauflösung mit einer auf ein Minimum sinkenden PMNL-
Zahl bei gleichzeitigem Ansteigen der efferozytoseaktiven Monozyten/Makrophagen-
Population über etwa 2 bis 3 Tage. Die Infektion mit unphysiologisch hohen Konzentrationen 
an Bakterien oder Zymosan verhinderten in beiden Studien die Auflösung der Entzündung, 
repräsentiert durch ein ausbleibendes Absinken der PMNL-Zahl innerhalb der ersten Tage [33, 
34]. Eine der beiden Arbeiten setzte die Überwachung der (mit Zymosan) infizierten Mäuse 
über Wochen fort und kam zu weiteren hochinteressanten Ergebnissen. Ab Tag 6 etwa startete 
eine weitere Welle einströmender Leukozyten. Die Zahl, der aus Monozyten differenzierten 
Makrophagen und Dendritischen Zellen, myeloiden Suppressorzellen (MDSC, myeloide-
derived suppressor cells) sowie der gewebsresidierenden Makrophagen stieg über mehrere 
Tage an und persistierte über Wochen. Experimentell wiesen die Autoren nach, dass diese 
Zellen an der Rekrutierung, Aktivierung und Regulierung von Zellen des adaptiven 
Immunsystems mitbeteiligt sind. Außerdem durchliefen die Makrophagen eine 
Phänotypenänderung, welche noch 60 Tage nach Zymosan-Applikation bestand und die 
immunologische Antwort auf eine erneute Infektion mit Streptococcus pneumoniae signifikant 
drosselte [33]. Die Autoren resümierten drei Phasen für sich wieder auflösende Entzündungen: 
(I) eine (stundenlange) Akute Entzündung; (II) eine (tagelange) Entzündungsauflösung; (III) 
eine (wochenlang) persistierende Post-Resolutions-Phase. Außerdem diskutierten sie, dass 
die Entzündungsauflösung eine Grundvorrausetzung für die Post-Resolution-Phase darstellt 
und die Brücke vom angeborenen zum adaptiven Immunsystem schlägt sowie ein Ausbleiben 
womöglich in chronisch entzündlichen Erkrankungen münden kann [31, 33]. 
Auch die Entzündungsauflösung mit den oben benannten vier Kernprozessen wird von einer 
Vielzahl spezifischer Mediatoren und Effektoren getragen. Prominente Beispiele sind Pseudo-
Chemokinrezeptoren wie DARC (Duffy antigen/receptor for chemokines) und D6, die 
Chemokine binden ohne entsprechende Signaltransduktionswege zu initiieren [32]. Des 
Weiteren ist Annexin A1 (und Glucocorticoide als dessen Expressionsinduktoren) zu nennen, 
welches die Apoptose von PMNL stimuliert, die Efferozytose katalysiert (indem es die 
Verbindung zwischen dem „Iss-mich-Signal“ Phosphatidylserin auf der Granulozyten-
oberfläche und korrespondierenden Makrophagenrezeptoren knüpft) oder die zytosolische 
Phospholipase A2 (cPLA2, cytosolic phospholipase A2) und damit die Produktion 
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proinflammatorischer Lipidmediatoren (LM) hemmt [32, 35]. Weiterhin schütten PMNL infolge 
der Apoptose „Finde-mich-Signale“ wie Nukleotide, Sphingosin-1-Phosphat (S1P) oder 
Lysophosphatidylcholin (LPC) aus, um Phagozyten anzulocken. Lokale Mediatoren wie einige 
Vertreter der SPM (specialized pro-resolving mediators), aber auch der Efferozytoseprozess 
per se induzieren wiederum den Phänotypenwechsel der Makrophagen zu einem 
antientzündlichen, geweberegenerierenden (M2-like) Subtyp [19, 31, 32].  
Der experimentelle Fokus dieser Arbeit liegt auf den aus verschiedenen Fettsäuren 
biosynthetisierten LM. Dazu zählen sowohl die vorwiegend proinflammatorischen Moleküle der 
akuten Entzündungsphase, wie beispielsweise vasodilatierendes Prostaglandin E2 (PGE2) und 
chemotaktisches Leukotrien B4 (LTB4), aber auch die zur Entzündungsauflösung beitragenden 
SPM [2, 31, 32]. Die LM werden im Kapitel 1.5.1 detaillierter vorgestellt. 
 
Abb. 1: Chronologie der Entzündung. Adaptiert und modifiziert von Fullerton et al. 2016 und Serhan et al. 
2014 [2, 31]. 
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1.1.3 Immunantwort auf Tumorzellen – Immunoediting in drei Phasen 
Das Immunsystem ist in der Lage Krebszellen zu beseitigen (frühe Eliminierungsphase). 
Natürliche Killerzellen (NK Zellen) als Teil des Angeborenen Immunsystems und cytotoxische 
T-Zellen als Teil des Erworbenen Immunsystems sind hier die Schlüsselspieler [29, 36]. Oft 
erfolgt die „Fremderkennung“ für NK Zellen durch unspezifisches Erkennen des Fehlens 
körpereigener MHC-I Proteine; für zytotoxische T-Zellen durch spezifische Erkennung von 
Krebsantigenen (beispielsweise infolge Aminosäure-verändernder Mutationen) unter Beihilfe 
antigenpräsentierender Zellen. Im Kampf zwischen Immunsystem und entarteten Zellen 
bewirkt ein gewisser Selektionsdruck die Entstehung immer schwächer immunogener 
Varianten (lange Gleichgewichtsphase). Schlussendlich können Krebszellen durch 
Mechanismen wie beispielsweise Herunterregulierung oder Mutationen von MHC-I, 
Hochregulierung der Liganden PD-L1 (programmed cell death 1 ligand 1) oder PD-L2 
(programmed cell death 1 ligand 2) und der Gegenwart weiterer immunsupprimierender Zellen 
(darunter Makrophagen und Myeloide Suppressorzellen) der Zerstörung durch das 
Immunsystem entkommen und klinisch erkennbar werden (Entkommensphase) [29, 36, 37]. 
Paradoxerweise liegt in vielen Fällen manifestierter Krebserkrankungen eine, insbesondere 
durch Zellen des Angeborenen Immunsystems getragene, Tumor-fördernde-Entzündung vor 
[9]. Diese wird im nachfolgenden Kapitel genauer beleuchtet. 
 
1.2 Krebs und Tumor-fördernde-Entzündung 
Trotz intensivster Forschungsanstrengungen werden Krebserkrankungen als global häufigste 
Todesursache und wichtigstes Hindernis zur Erhöhung der Lebenserwartung im 21. 
Jahrhundert diskutiert [38]. In ihrer Pathogenese und Ausprägung sind maligne Erkrankungen 
sehr komplex und äußerst heterogen. Vor knapp 2 Jahrzehnten bemühten sich Douglas 
Hanahan und Robert A. Weinberg allgemeingültige Merkmale für Tumorerkrankungen zu 
definieren. Diese Kernmerkmale sind: (I) das anhaltende Einschalten zellulärer Signalwege, 
die für Wachstum und Teilung der Zelle zuständig sind; (II) das forcierte Ausweichen 
wachstumshemmender Regulationsmechanismen; (III) der erhöhte Widerstand gegen den 
Zelltod-einleitende Programme; (IV) den Erhalt einer, auf unbegrenzter Zellteilung basierten, 
Unsterblichkeit; (V) die verstärkte Blutgefäßneubildungskapazität; und (VI) ein gesteigertes 
Wanderungspotential der entarteten Zellen (Invasion und Metastasierung) [39]. Der 
Erkenntniszuwachs eines weiteren Jahrzehntes intensiver Krebsforschung machte es 
notwendig dieses Organisationsprinzip nochmals zu erweitern. Hinzugefügt wurden zum 
einem die sogenannten während der Krebspathogenese „Aufkommenden Merkmale“: (VII) die 
Umprogrammierung des Energiestoffwechsels; und (VIII) die Vermeidung der Zerstörung 
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durch das Immunsystem. Zum anderem die (den Krebs) “Ermöglichenden Merkmale”: (IX) 
erhöhte Genominstabilität und Mutationsraten; und (X) die Tumor-fördernde-Entzündung [9]. 
 
Abb. 2: Charakteristische Merkmale von Tumorgeweben. Adaptiert von Hanahan et al. 2011 [9]. 
 
Die altersabhängig steigende Inzidenz vieler Tumorerkrankungen ließ darauf schließen, dass 
mehrere Mutationen nötig sind, bis ein Gewebe bösartig wird. Ein auf dieser Tatsache 
gestütztes mathematisches Modell beschrieb, dass dabei zelltypenabhängig etwa vier bis 
sieben Mutationen nach der Geburt notwendig sind [40]. Aktuellere Ergebnisse konkretisieren 
diesen Sachverhalt. Dabei wird zwischen Mutationen, die Proliferations- und 
Überlebensvorteile kodieren („Driver“) und funktionell neutralen Mutationen („Passenger“) 
unterschieden. Ein auf evolutionsbiologischen Erkenntnissen und umfassenden 
Tumorgenomanalysen basierendes mathematisches Modell kalkuliert, dass gewebeabhängig 
etwa 1 bis 10 Driver-Mutationen für die Tumorpathogenese erforderlich sind [41]. Aus 
Berechnungen einer relativ aktuellen Studie des Fachjournals Science für 32 Krebsarten 
ergeben sich krebserregende Mutationen durchschnittlich: zu 5% aus Vererbung, zu 29% aus 
Umweltfaktoren und zu 66% aus zufälligen Fehlern während der DNS-Vervielfältigung im 
Rahmen der Zellteilung. Da der Ausbruch einer Krebserkrankung meistens mehr als eine 
Mutation erfordert, schätzen die Autoren, dass dennoch etwa 40 % aller Krebserkrankungen 
durch einen gesunden Lebensstil vermeidbar wären [42].  
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Die Forschungsanstrengungen der vorliegenden Arbeit zielen vorwiegend auf das letzte oben 
benannte Merkmal, die Tumor-fördernde-Entzündung, ab. Bereits Rudolph Virchow stellte 
1836 die Hypothese auf, dass Krebs seinen Ursprung an Stellen chronischer Entzündung hat 
[43]. Diese Entzündungen können dabei vielfältige Ursachen haben. Neben klassischen 
viralen und bakteriellen Infektionen können auch kanzerogene Faktoren wie Tabakrauch, 
polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe, UV-Strahlung, Alkohol sowie Diabetes- und 
Adipositas-assoziierte Hyperglykämie proinflammatorische Signalwege auslösen (darunter die 
Aktivierung von nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells, NF-κB) [44]. 
Im Rahmen der Tumor-fördernden-Entzündung sind Immunzellen in der Mikroumgebung der 
entarteten Zellen von zentraler Bedeutung. Dazu gehören Makrophagen, dendritische Zellen, 
myeloide Suppressorzellen, Granulozyten, Mastzellen sowie T- und B-Lymphozyten [9, 15, 
45]. Neben den bereits beschriebenen antitumoralen Funktionen können Immunzellen im 
Rahmen einer chronifizierten Entzündung ein hohes protumorales Potential über verschiedene 
Zytokine (darunter Chemokine und Wachstumsfaktoren), LM und Reaktive Sauerstoffspezies 
entfalten [15, 45-47]. Unglücklicherweise verläuft die Kommunikation zwischen Immunzellen 
und Krebszellen dabei oft in einer Art voranschreitenden Kreislauf. So führt beispielsweise die 
NF-κB-Aktivierung in Immunzellen zu vermehrter Zytokinproduktion. Diese bewirken wiederum 
eine verstärkte NF-κB-Signalgebung in den benachbarten Krebszellen. Folge ist unter 
anderem eine vermehrte Expression von Chemokinen, die weitere Immunzellen anlocken [45].  
Da unter den Zellen des Immunsystems in der Tumormikroumgebung insbesondere die 
Makrophagen eine Schlüsselrolle einnehmen [15, 46, 47] und ein weiterer Hauptgegenstand 
der vorliegenden Arbeit sind, folgen detailliertere Erläuterungen im nachfolgenden Kapitel. 
Auch die Rolle von LM im Rahmen der Tumor-fördernden-Entzündung, ein weiterer 
Schwerpunkt experimenteller Anstrengungen dieser Arbeit, werden in Kapitel 1.5.2 
ausführlicher vorgestellt.  
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1.3 Makrophagen 
1.3.1 Makrophagen in der Immunantwort 
Makrophagen haben ihren Ursprung entweder in den im Gewebe residierenden 
Vorläuferzellen, oder sie entstammen den im Blut zirkulierenden Monozyten, die infolge eines 
Stimulus in das Zielgewebe einwandern und ausdifferenzieren [15]. Sie stellen einen wahren 
Alleskönner des Immunsystems dar. Zum einen stehen Sie als Bestandteil des Angeborenen 
Immunsystems in der ersten Verteidigungsline und erkennen, phagozytieren und beseitigen 
Schaden- und Pathogen-assoziierte Strukturen [15, 29]. Beispielsweise bilden sie cytotoxische 
reaktive Sauerstoffintermediate und Stickstoffmonoxid (NO) [47, 48]. Andererseits stellen sie 
die Schnittstelle zu anderen zeitlich verzögerten, dafür gezielteren 
Verteidigungsmechanismen dar. Nach Phagozytose von immunogenen Strukturen und 
Präsentation als aufgearbeitete Antigene an Lymphozyten leiten sie mit deren Aktivierung die 
Antwort des Erworbenen Immunsystems ein [15, 29, 45]. Makrophagen unterliegen hoher 
Plastizität. Während Interferon-γ (IFN-γ) oder bakterielle Bestandteile Makrophagen hin zu 
einem proinflammatorischen, antitumoralen Subtyp (M1-like) polarisieren, formen Zytokine wie 
Interleukin-4 (IL-4) oder IL-13 eher antientzündliche, geweberegenerierende und Tumor-
fördernde (M2-like) Makophagen [15, 46, 47]. Entsprechend ihrer stärker 
proinflammatorischen Natur exprimieren M1-like-Makrophagen höhere Mengen an Zytokinen 
wie IL-1, IL-6, IL-12, IL23 und TNF-α (Tumornekrosefaktor-alpha) sowie an der 
Antigenpräsentation beteiligte Oberflächenmoleküle MHC-II und Kostimulatorproteine CD80 
und CD86 (CD, cluster of differentiation) [15, 48, 49]. In-vitro-Untersuchungen der LM-Profile 
unter basalen Bedingungen und nach Stimulierung mit apoptotischen PMNL zeigten eine 
stärkere Biosynthese von entzündungsinitiierenden LTB4 und Prostaglandinen für M1-
Makrophagen (M1) sowie eine erhöhte Produktion von entzündungsauflösenden SPM für M2-
Makrophagen (M2) [16]. An dieser Stelle muss die hohe Plastizität der Makrophagen betont 
werden. Die M1/M2-Nomenklatur repräsentiert Extreme und simplifiziert die wahre Natur. 
Qualitative und quantitative Unterschiede der zellulären und azellulären Umgebung der 
Makrophagen formen diverseste Phänotypen eines breiten Spektrums [15, 46, 50]. 
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1.3.2 Tumor-assoziierte-Makrophagen 
Tumor-assoziierte-Makrophagen (TAM) sind neben T-Zellen die meist gefundenen 
Immunzellen der Tumormikroumgebung [45, 47]. Ihr Rolle im Krebsgeschehen kommt 
metaphorisch betrachtet dem eines zweischneidigen Schwertes gleich.  
Sie sind zum einen in der Lage antitumoral zu fungieren. Wie bereits beschrieben stimulieren 
sie beispielsweise nach Phagozytose und Antigenpräsentation an T-Zellen die Aktivität des 
Adaptiven Immunsystems gegen entartete Zellen [15, 46, 47]. Weiterhin können sie nach der 
Belegung von Krebszellen mit Antikörpern (Opsonierung) durch verstärkte Phagozytose oder 
Produktion extrazellulärer cytotoxischer Faktoren selbst krebshemmend agieren [46]. Eine 
interessante Studie kombiniert beide Ansätze. Eine Tripeltherapie aus: (I) einem 
Tumorantikörper (Opsonierung), (II) einen CD47 antagonisierenden Antikörper (CD47: 
Krebszellantigen, dass dem Phagozyten „Friss mich nicht-Signale“ codiert), und (III) einem 
PD-L1 antagonisierenden Antikörper (PD-L1: signalisiert Immunzellen eine verminderte 
antitumorale Aktivität) zeigte im Mausmodell durch vermindertes Tumorwachstum und 
gesteigerte Überlebensraten einen starken Synergismus. Die Autoren diskutierten eine 
erhöhte Antikörper-abhängige Phagozytose, verstärkte Antigenpräsentation und erhöhte 
antitumorale T-Zell-Aktivität [51]. Es ist bereits bekannt, dass die PD-L1 Bindung am PD-1-
Rezeptor auf T-Zellen immunsuppressive Wirkungen entfaltet. Kürzlich wurde publiziert, dass 
sowohl in Mäusen als auch in Menschen die Zahl der PD-1 exprimierenden TAM mit 
voranschreitendem Krebsgeschehen wächst und dies weiterhin negativ mit deren (Tumor-) 
Phagozytosekapazität korreliert. Interessanterweise wiesen diese PD-1 positiven Zellen eher 
einen M2-like Phänotyp auf [52]. Womit wir zur anderen Schneide des Schwertes kommen. 
Die oben beschriebene antitumorale Aktivität ist eher mit einem M1-like Phänotyp assoziiert 
[15, 46, 47]. Doch gemäß eines bereits benannten Krebsmerkmales, dem Entkommen der 
Zerstörung entarteter Zellen durch das Immunsystem, ändern Makrophagen im Laufe der 
Tumorprogression ihren Phänotyp häufig in Richtung M2-like [15, 52]. Neben IL-4 und IL-13 
werden die unter anderem von Krebszellen produzierten Mediatoren wie IL-10, PGE2, TGF-β 
(transforming growth factor beta) und M-CSF (macrophage colony-stimulating factor) als 
mitbeteiligte Initiatoren der Phänotypenänderung diskutiert [47, 49]. Gewissermaßen 
simplifiziert weisen eine Vielzahl wissenschaftlicher Autoren den TAM eher einen M2-like 
Phänotyp zu [46, 47, 49]. Als wesentlicher Bestandteil der Tumor-fördernden-Entzündung 
fördern TAM viele andere bereits aufgezählte Merkmale maligner Krebserkrankungen. Es 
herrscht allgemeiner Konsens darüber, dass sie über verschiedenste Faktoren (nachfolgend 
in Klammern beispielhaft aufgezählt) die Proliferation und das Überleben entarteter Zellen 
(EGF, epidermal growth factor), die verstärkt anhaltende Angiogenese (VEGF, vascular 
endothelial growth factor), die Invasion und Metastase von Krebszellen (Matrix-
1 EINLEITUNG 
10 
Metalloproteasen, Cathepsine) sowie die Immunsuppression mit verminderter antitumoraler 
Aktivität (IL-10, TGF-β, PGE2, PD-L1, PD-L2) fördern und damit maßgeblich zu 
Tumorprogression beitragen [9, 15, 43, 45-47, 49]. Insbesondere wenn die 
Tumormikroumgebung reich an M2-like Makrophagen ist, korreliert dies mit einer schlechten 
Prognose für den Krebspatienten [15]. Es ist wenig verwunderlich, dass TAM zunehmend in 
den Fokus aktueller Forschungsanstrengungen hinsichtlich Entwicklung und Anwendung 
neuer Strategien zur Bekämpfung maligner Erkrankungen rücken. Kurze Erläuterungen hierzu 
sind unter anderem Gegenstand des nachfolgen Kapitels. 
 
1.4 Therapeutische Ansätze in der Krebstherapie 
Die Krebstherapie umfasst die chirurgische Entfernung des malignen Gewebes, die 
Bestrahlung und die sogenannte Chemotherapie, allein oder in Kombination miteinander [53-
55]. Die konventionelle Chemotherapie (konkrete Beispiele in Klammern) erlebte ihren 
Startschuss in den 1940er Jahren mit der Entdeckung erster alkylierender Agentien (Stickstoff-
Lost), Antimetabolite der DNS-Synthese (Methotrexat) und zytotoxischer, sich zwischen 
Basenpaaren der DNS einlagernder, Antibiotika (Actinomycin A) [54]. Weitere Wirkstoffe und 
neue Zytostatikaklassen ergänzten in den folgenden Jahrzehnten die klassische 
Chemotherapie. Darunter zählen die Topoisomeraseinhibitoren, welche die Super- (Etoposid) 
oder Entspiralisierung (Camphotecin) der DNS stören [53] und pflanzliche Alkaloide 
(Vinblastin, Paclitaxel), die den physiologischen Umbau des Mikrotubuliapparates und damit 
die Mitose- und Zytoskelettfunktion beeinträchtigen [55]. Alle benannten Wirkmechanismen 
hemmen die Teilungsfähigkeit von Zellen auf verhältnismäßig unspezifische Art und Weise. 
Außer im malignen Zielgewebe entfalten klassische Zytostatika in Geweben mit hohen 
Zellteilungsraten (Knochenmark, Gastrointestinaltrakt, Haarfollikel) ihr toxisches Potential und 
verursachen damit typische Nebenwirkungen wie Schmerzen, Übelkeit, Diarrhoe, 
Kardiotoxizität, Haarverlust, Hautveränderungen und Immundepression [53]. 
Eine gezieltere Krebstherapie war erforderlich und wurde Ende der 1990er Jahre mit 
Vorstellung des ersten Tyrosinkinaseinhibitors Imatinib eingeleitet [54]. Kleine Moleküle und 
monoklonale Antikörper, die Zielstrukturen adressieren, welche stärker mit dem entarteten 
Zelltyp assoziiert sind, wurden vermehrt entwickelt. Zu diesen vielversprechenden 
Wirkstoffzielen zählen unter anderem Wachstum- und Zellteilungs-regulierende 
Tyrosinkinasen (80% menschlicher Onkogene und Protoonkogene beeinflussen deren 
Proteinexpression), Serin/Threoninkinasen (darunter Kinasen des Ras/Raf/MAPKK/ERK-
Signalweges, der in 90% der Melanome überaktiviert ist, mTOR, Zyklin-abhängige Kinasen) 
und Immuncheckpoint-Rezeptoren (insbesondere CTLA-4 und PD-1), dessen 
Ligandenbindung die antitumorale Aktivität kompetenter Immunzellen drosselt [53-55]. Die 
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Wirksamkeit korrespondierender Pharmazeutika – darunter der Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib 
[56], der Zyklin-abhängige Kinase-Inhibitor Palbociclib [57], der BRAF-Inhibitor Vemurafenib 
[58], der CTLA-4-Antikörper Ipilimumab [59] und der PD-1-Antikörper Nivolumab [60] – konnte 
in klinischen Studien eindeutig belegt werden. Da auch diese gezielteren Therapieformen 
mitunter schwere Nebenwirkungen und Resistenzphänomene aufweisen [55], geht die Suche 
nach besseren oder ergänzenden Behandlungsstrategien weiter.  
Ein äußerst innovativer Ansatz ist die CAR-T-Zell-Therapie (CAR steht für chimeric Antigen 
Receptor). T-Zellen können über ihren T-Zell-Rezeptor von Antigen-präsentierenden Zellen 
über ihren MHC-Peptid-Komplex und Beteiligung von Kostimulatorproteinen aktiviert werden, 
Zielzellen korrespondierender Antigenität (zum T-Zell-Rezeptor) zu erkennen und zu zerstören 
[61]. Im Rahmen dieser neuartigen Therapie werden patienteneigene T-Lymphozyten isoliert. 
Diese werden dann gentechnisch so verändert, dass sie ein chimäres Kunstprotein 
exprimieren, welches aus „Wunschantigen-bindender-Extrazellulardomäne“ und einer (dem T-
Zell-Rezeptor- und Kostimulatorproteinen-ähnlichen) Intrazellulardomäne besteht. Dies 
ermöglicht den Zellen nach Reinjektion in den Patienten, „Wunschantigen-positive“ 
Krebszellen zu erkennen und zu zerstören [61, 62]. Die Therapie mehrerer die Blutbildung-
betreffender Krebserkrankungen war klinisch von großem Erfolg gekrönt und mündete in 
mehreren behördlichen Zulassungen. Für die sogenannten soliden Tumore konnte ein 
vergleichbarer Behandlungserfolg noch nicht reproduziert werden. Eine schwer 
durchdringliche Extrazellularmatrix und eine immunsuppressive Tumormikroumgebung mit 
erhöhten Konzentrationen an Immuncheckpoint-Liganden (PD-L1, PD-L2), Tumor-
assoziierten-Makrophagen (TAM) und PGE2 werden als Ursache diskutiert [62].  
Dies schlägt wiederum die Brücke zu einem Hauptforschungsschwerpunkt dieser Arbeit: Der 
Kommunikation von TAM und Krebszellen mit Fokus auf LM. Wie bereits ausführlicher 
diskutiert, ist die Rolle von TAM zweischneidig. Aber in der Mehrzahl der 
Forschungsuntersuchungen liegt ein Phänotyp vor, der quasi zu beinah allen genannten 
Merkmalen maligner Erkrankungen beitragen kann [9, 15, 46, 47, 49]. Neue 
Therapieprinzipen, die auf die Rekrutierung und das Überleben von TAM (darunter Chemokine 
wie CCL2 und CCL5, die M-CSF-Ligand-Rezeptor-Achse und Makrophagen-selektive 
cytotoxische Agentien) oder deren Umpolarisierung zu einem antitumoralen M1-like Phänotyp 
abzielen, sind Gegenstand vieler aktueller präklinischer und klinischer Studien [15, 46, 47]. 
Auch die LM-gekoppelte Signalgebung in der Kommunikation zwischen Makrophagen und 
Krebszellen stellt einen sehr interessanten Angriffspunkt für pharmakologische Interventionen 
dar. Auf Basis eines systematischen Reviews zahlreicher Fall-Kontroll-, Kohorten- und 
randomisierter kontrollierter Studien konnte eine Reduktion des relativen Risikos für das 
Neuauftreten maligner Erkrankungen innerhalb von 15 Jahren für mehrere Krebsarten (Darm: 
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-35%, Speiseröhre und Magen: -30%, Brust und Prostata: -10%, Lunge: -5%) durch 
zehnjährige Einnahme des Prostaglandinsynthesehemmers Acetylsalicylsäure (ASS) 
berechnet werden [63]. Neben diesem enormen Potential für die Krebsprophylaxe gibt es aber 
auch eindeutige Hinweise auf einen Vorteil der ASS-Einnahme für die Therapie maligner 
Erkrankungen. Das Reevaluieren von fünf großen randomisierten kontrollierten klinischen 
Studien, die ursprünglich kardiovaskuläre Effekte adressierten, zeigte unter anderem, dass die 
tägliche ASS-Einnahme die Wahrscheinlichkeit von Metastasierungen drastisch senkt (etwa -
30% für alle Krebsarten und -50% für Adenokarzinome) [64]. Die Annahme, dass die ASS-
Wirkung für die Krebsprophylaxe (gemäß 24-Stunden-Dosierungsintervall) anhaltend sein 
muss, die Plasmahalbwertszeit jedoch nur etwa 20 min beträgt sowie für den gewünschten 
Effekt keine klassische Dosis-Wirkungs-Beziehung beobachtet wurde (ASS-Niedrigdosen 
bereits gut wirksam) – deutet mechanistisch auf eine irreversible Acetylierung der COX-1 in 
Thrombozyten hin [65]. Ein exakter Mechanismus, wie Thrombozyten die Krebspathogenese 
fördern können, bleibt bisher ungeklärt. Weiterhin scheint diese Risikoreduktion des Auftretens 
einiger Krebsarten nicht ASS-exklusiv zu sein. So zeigte beispielsweise eine große 
Kohortenstudie, dass häufige Verschreibungen von „Nicht-ASS-NSAR“ (NSAR, 
Nichtsteroidales Antirheumatikum) ebenfalls die Wahrscheinlichkeit des Auftretens einiger 
Krebserkrankungen (Darm, Magen, Eierstöcke) deutlich senken konnte [66]. Über die, durch 
NSAR adressierten, Prostaglandine hinaus steckt auch großes therapeutisches Potential in 
der Modulation anderer LM. Als Hauptschwerpunkt dieser Arbeit werden diese Mediatoren 
bezüglich ihrer Biosynthese, Aktivität und Wirkstoffrelevanz nachfolgend genauer vorgestellt. 
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1.5 Lipidmediatoren 
1.5.1 Lipidmediatoren – Biosynthese, Aktivität und Wirkstoffrelevanz 
Prostaglandine, Leukotriene, SPM, Plättchenaktivierender Faktor (PAF), Lysophosphatid-
säuren, Endocannabinoide und andere von Lipiden abgeleitete Botenstoffe werden in 
kollektiver Weise als Lipidmediatoren (LM) bezeichnet. Sie spielen eine wichtige Rolle in der 
Immunabwehr, der Erhaltung der Gewebshomöostase, fungieren als Regulatoren im 
reproduktiven, gastrointestinalen sowie kardiovaskulären System und beeinflussen die 
Proliferation und Differenzierung von Zellen [4]. Der Forschungsschwerpunkt dieser Arbeit lag 
auf LM, die aus den mehrfach ungesättigten Fettsäuren Arachidonsäure (AA; 20 C-Atome; ω-
6), Eicosapentaensäure (EPA, 20 C-Atome; ω-3) und Docosahexaensäure (DHA, 22 C-Atome; 
ω-3) biosynthetisiert wurden. Dazu zählen die vorwiegend proinflammatorischen 
Prostaglandine und Leukotriene aus der AA und die entzündungsauflösungsfördernden SPM 
aus AA (Lipoxine), EPA (Resolvine der E-Serie) und DHA (Resolvine der D-Serie, Maresine 
und Protektine). Zusammen stellen sie pharmakologisch hochinteressante Schlüssel-
mediatoren akuter und chronisch entzündlicher Erkrankungen (darunter Asthma, rheumatoide 
Arthritis, Atherosklerose und Krebs) dar [5-7]. Wenn im Folgenden vereinfacht von LM 
gesprochen wird, handelt es sich um verschiedenste aus AA-, EPA- oder DHA-abgeleitete 
Mediatoren. 
Fettsäuren unterliegen einem ständigen Ein- und Ausbau in/aus Phospholipiden der 
Biomembranen durch korrespondierende Acyltransferasen/Phospholipasen (Land´s cycle) [4]. 
Infolge homöstatischer Regulation oder immunologischer Vorgänge werden die 
entsprechenden mehrfach ungesättigten Fettsäuren (PUFA, polyunsaturated fatty acids) 
durch Phospolipasen (PLA2) mehr oder weniger stark freigesetzt und können zu LM umgesetzt 
werden. Durch Einbau von zwei Sauerstoffmolekülen durch Cyclooxygenasen (COX-1, COX-
2), eines Sauerstoffmoleküls durch Lipoxygenasen (5-LO, 12(S)-LO, 12(R)-LO, 15-LO-1 und 
15-LO-2), oder eines Sauerstoffatoms durch Cytochrom P450 Enzyme (CYPs) sowie 
nichtenzymatischer radikalischer Reaktionen entstehen oxygenierte Produkte wie 
Hydroperoxide, Epoxide oder Hydroxide. In der Regel bedarf es weiterer nachgeschalteter 
Enzyme wie Hydrolasen oder Isomerasen zur Entstehung der für uns hochinteressanten LM 
aus ihren Vorstufen. Im Falle einiger SPM ist die sequenzielle Aktivität zweier Lipoxygenasen 
(LO); oder die Zusammenarbeit einer LO mit einer durch Acetylsalicylsäure-modifizierten COX 
oder einem CYP-Enzym für die Biosynthese nötig [4-6]. Die Vielfalt der unterschiedlichen LM 
ergibt sich aus der sehr dynamischen Expression und Regulierung sowie der 
unterschiedlichen räumlichen Verteilung (intrazellulär, transzellulär) mehrerer am 
Lipidmetabolismus beteiligter Enzyme in Abhängigkeit verschiedener Faktoren wie Zelltyp, 
Nachbarzellen und Zytokineinfluss [5]. 
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Abb. 3: Biosynthesewege prominenter Lipidmediatoren im Überblick. Adaptiert und modifiziert von Werner 
et al. 2019 [Manuskript II]. 
 
In der Regel haben die gebildeten LM kurze Halbwertszeiten (Sekunden bis Minuten) und 
wirken eher lokal an Zellen nahe ihres Bildungsortes. Ihre Funktionen üben sie typischerweise 
durch Bindung an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs, G protein-coupled receptors), 
aber auch durch Bindung an nukleäre Rezeptoren (PPARs, Peroxisom-Proliferator-aktivierte 
Rezeptoren) aus [4-6]. Die frühe akute Entzündungsphase wird eher durch Prostaglandine und 
Leukotriene (wie PGE2 und LTB4, welche die Leukozyteneinwanderung in das Zielgewebe 
erleichtern) und die spätere Resolutionsphase durch die antiinflammatorischen SPM getragen 
[2, 5, 67]. Für letztere wurden unter anderem inhibitorische Wirkungen auf PMNL-Migration, 
Stimulierung der Phagozytose von eingewanderten Bakterien und der Efferozytose 
apoptotischer Zellen, sowie geweberegenerierende Eigenschaften nachgewiesen [2, 5-7, 34, 
68]. Eine Übersicht relevanter LM mit korrespondierenden Zielrezeptoren und biologischen 
Aktivitäten sind in der nachfolgenden Tabelle exemplarisch zusammengefasst. 
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Haupt- 
syntheseweg(e) 
 
Mediator 
 
Rezeptor 
 
Auswahl biologischer Aktivitäten 
 
 
 
 
 
 
 
COX 
PGE2 EP1, EP2, 
EP3, EP4 
Vasodilatation, Gefäßpermeabilität↑, Fieber, 
Schmerzempfindlichkeit↑, IL-10↑, TNF-α↓, 
LM-Klassenwechsel 
PGD2 DP1 Vasodilatation, Mastzellenreifung, 
Neuroprotektion 
DP2 Rekrutierung Eosinophiler und Allergische 
Antwort 
PGF2α FP Kontraktion von Glatter Muskulatur; 
Zyklusregulierung durch Gelbkörperabbau 
(Progesteron↓, FSH↑, Reifung neuer Follikel) 
PGI2 
(Prostacyclin) 
IP Vasodilatation, Blutplättchenaggregation↓ 
IL-10↑, TNF-α↓, 
TXA2 TP Vasokonstriktion, Blutplättchenaggregation↑, 
T-Zell-Aktivierung↓ 
 
 
5-LO 
LTB4 BLT1 Rekrutierung Neutrophiler Granulozyten↑, 
Gefäßpermeabilität↑ 
BLT2 Erhöhung epithelialer Barrierefunktion 
LTC4, LTD4, 
LTE4 
CYSLT1, 
CYSLT2 
Bronchokonstriktion, Gefäßpermeabilität↑, 
 
 
CYP 
EETs 
 
PPARα 
PPARγ 
Vasodilatation, Schmerzempfindlichkeit↓, 
COX2-Expression↓ 
 
 
 
15-LO/5-LO 
oder 
12-LO/5-LO 
oder 
COXacetyliert/5-LO 
LXA4, LXB4, 
15-epi-LXA4, 
15-epi-LXB4  
ALX/FPR2 Infiltration Neutrophiler Granulozyten↓ 
Efferozytose (Neutrophiler Granulozyten)↑ 
RvD1, 15-epi-
RvD1 
ALX/FPR2, 
GPR32 
Infiltration Neutrophiler Granulozyten↓ 
Phagozytoseaktivität↑ 
RvD1, 15-epi-
RvD1, RvD5, 
RvD3 and 15-
epi-RvD3 
GPR32 Phagozytoseaktivität ↑ 
RvD2 GPR18 Infiltration Neutrophiler Granulozyten↓ 
Phagozytose- und Efferozytoseaktivität↑ 
CYP/5-LO oder 
COXacetyliert/5-LO 
RvE1, 18-epi-
RvE1, RvE2 
ChemR23 
BLT1(Antagonist) 
Infiltration Neutrophiler Granulozyten↓ 
Phagozytoseaktivität↑ 
ALX/FPR2, Lipoxin A4 Rezeptor/Formyl-Peptid Rezeptor 2; BLT, Leukotrien B4 Rezeptor; ChemR23, Chemerin-
Rezeptor 23; CYSLT, Cysteinyl-Leukotrien Rezeptor; DP, PGD Rezeptor; EETs, Epoxyeicosatriensäuren; EP, PGE 
Rezeptor; FP, PGF Rezeptor; GPR, G-Protein-gekoppelte Rezeptor; IP, PGI Rezeptor; TP, Thromboxan Rezeptor 
 
Tab.1: Lipidmediatoren – Biosynthese, Rezeptoren und biologische Aktivitäten. Zusammengetragen von 
Dennis et al. 2015, Stables et al. 2011, Serhan et al. 2013 und Chiang et al. 2015 [5, 6, 69, 70]. 
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Eine Sonderstellung unter den LM ist den Prostaglandinen, insbesondere PGE2, 
zuzuschreiben. Eine klare Schwarz-Weiß-Kategorisierung in pro- oder antiinflammatorisch ist 
hier kaum möglich. In frühen Phasen der Entzündung bewirkt PGE2 die Rekrutierung und 
Aktivierung von PMNL, Makrophagen und Mastzellen am Entstehungsort der Entzündung. 
Später drosselt es die (gewebeschädigende) Immunreaktion durch Verstärkung der Infiltration 
und Aktivität von regulatorischen T-Zellen, TH2-Zellen und myeloiden Suppressorzellen und 
Abschwächung der Rekrutierung und Effektorfunktion von TH1-Zellen, cytotoxischen T-Zellen 
und natürlichen Killerzellen [8]. Interessanterweise ist PGE2 auch am sogenannten LM-
Klassenwechsel in Richtung verstärkter SPM-Synthese beteiligt. Es konnte gezeigt werden, 
dass PGE2 über erhöhte Konzentrationen von cyclischem Adenosinmonophosphat (cAMP) zur 
Hochregulierung und Prozessierung von 15-LO-1-mRNA und gesteigerter 15-LO-
Produktbildung (15-HETE = 15-Hydroxyeicosatetraensäure; LXA4 = Lipoxin A4) in PMNL führte 
[67]. Weiterhin wurde durch PGE2 die IL-4 getriggerte Polarisierung von Makrophagen zum 
M2-Typ (mit typischerweise hochregulierter 15-LO-1) verstärkt [71]. Neben PGE2 soll auch 
dessen Biosynthese katalysierendes Enzym, die COX-2, den LM-Klassenwechsel initiieren 
können. Neben Prostaglandinen synthetisiert es 15-HETE (1-3%). Diese kann durch 
Acyltransferasen in Biomembranen (beispielsweise von Makrophagen) eingebaut werden. Ein 
erneuter Stimulus wie beispielsweise Adenosintriphosphat (ATP) von benachbarten PMNL 
kann die Hydrolyse eingebauter 15-HETE durch cPLA2α und anschließende Umsetzung durch 
die 5-LO zu Lipoxinen katalysieren [72]. Alles in allem könnte man die COX-2/PGE2-Achse 
wohl am trefflichsten als immunregulierendes Werkzeug beschreiben. Beispielsweise zeigte 
die selektive Blockade der COX-2 in einem Arthritis-Mausmodell im Vergleich zur 
Kontrollgruppe ein Anhalten der Entzündungssymptomatik. Die zusätzliche Behandlung mit 
metabolisch stabilen Prostaglandinderivaten führte zur Auflösung der Entzündung [73]. 
Wirkstoffe, die während entzündlicher Erkrankungen mit der Biosynthese oder 
Rezeptorbindung von Prostaglandinen und Leukotrienen interferieren, sind klinisch etabliert. 
COX-hemmende NSAR lindern Schmerz, Fieber und Schwellungen; der 5-LO-Hemmer 
Zileuton oder die Cysteinyl-Leukotrien-Rezeptorantagonisten (Montelukast, Zafirlukast) 
mildern die bronchokonstriktorische Asthmasymptomatik ab [4-6]. Solche Wirkstoffe sind 
allerdings nicht in der Lage die Progression verschiedener Formen entzündlicher 
Erkrankungen zu stoppen. Als Ursache wird der große Einfluss anderer bioaktiver Stoffe 
(beispielsweise Zytokine) sowie die Interferenz mit Biosynthesewegen antiinflammatorischer 
LM in Betracht gezogen (teilweise identische Syntheseenzyme oder gestörter LM-
Klassenwechsel) [5].  
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1.5.2 Lipidmediatoren im Krebsgeschehen 
In Analogie zur Undurchsichtigkeit und Vielschichtigkeit der Pathophysiologie maligner 
Erkrankungen im Allgemeinen ist auch das wissenschaftliche Verständnis über die Rolle 
verschiedener LM in diesem Kontext mitunter noch relativ unklar. 
Am eindeutigsten sind noch die Prostaglandine einzuordnen. Insbesondere die protumoralen 
Eigenschaften von PGE2 sind auf breiter wissenschaftlicher Ebene anerkannt. Erhöhte 
Konzentrationen an PGE2 sind in vielen Tumorerkrankungen (Darm-, Lunge-, Brust- sowie 
Kopf- und Halskrebsvarianten) nachgewiesen und mit schlechter Prognose assoziiert [10, 74]. 
Molekularbiologisch wurden proliferationsfördernde Eigenschaften durch Aktivierung des Ras-
ERK- und des Glykogensynthase-Kinase-3β-β-Catenin-Signalwegs sowie durch 
Hochregulierung der Aromatase nachgewiesen. Darüber hinaus wurden Zellüberleben-
triggernde Impulse durch Aktivierung des PI3K-AKt-PPARγ-Weges in-vitro und in-vivo belegt. 
Außerdem konnten Migration- und Zellinvasion-induzierende Eigenschaften, beispielsweise 
durch Hochregulierung der Matrixmetalloproteinase MMP2 sowie des Chemokinrezeptors 
CCR7, gezeigt werden [10]. Mindestens genauso schwer wie diese direkten protumoralen 
Aktivitäten wiegen die indirekten, über die Tumormikroumgebung vermittelten, PGE2-
Einflüsse. Die bereits benannte Drosselung der (antitumoralen) Effektorfunktion von 
Natürlichen Killerzellen und Cytotoxischen T-Zellen und die Verstärkung immunsuppressiver 
Aktivitäten von regulatorischen T-Zellen und myeloiden Suppressorzellen steht hier im 
Vordergrund [8]. Insbesondere kann auch die vor kurzen nachgewiesene PGE2-abhängige 
Hochregulierung des Liganden PD-1L in TAM und MDSC ein starkes Hindernis zur 
Tumoreliminierung durch das Immunsystem darstellen [11]. Schließlich bestätigten in-vitro- 
und in-vivo-Experimente einen großen Beitrag zur verstärkten Gefäßneubildung 
(Angioneogenese). Vermittelt wird dies hierbei über eine Hochregulierung von Faktoren wie 
VEGF and FGF2 (fibroblast growth factor 2) in entarteten Epithelzellen, Endothelzellen und 
Immunzellen nach PGE2-Rezeptorbindung. Beide Wachstumsfaktoren können Endothelzellen 
wiederum zur COX-2 Expression anregen und es kann (neben weiteren hier nicht benannten 
Mechanismen) zur Amplifizierung der PGE2-Synthese durch PGE2 kommen [10, 12]. Für die 
anderen Prostaglandine ist die Datenlage weniger eindeutig. Während eine PPARδ-Bindung 
eher Tumor-fördernde Wirkungen verursacht, vermittelt die Bindung an den nukleären 
Rezeptor PPARγ antiproliferative, proapoptotische, differenzierungsfördernde und 
antiangiogenetische Effekte. Der PGD2-Metabolit 15d-PGJ2 bindet an PPARγ und PGI2 an 
PPARδ, stellvertretend für korrespondierende Effekte dieser Mediatoren in entsprechenden 
Tumormodellen [10, 13]. 
Für die 5-LO-Produkte wie LTB4, Cysteinyl-Leukotriene und 5-HETE sind die 
Forschungsergebnisse heterogener. Die Expression und Produktbildung von 5-LO sind in 
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mehreren Krebsarten (darunter Prostata, Niere, Brust, Darm und Pankreas) erhöht. Eine 
Hauptquelle stellen dabei sehr wahrscheinlich Immunzellen der Tumormikroumgebung dar. 
LTB4 zeigte proliferations- und überlebensfördernde Eigenschaften über einen BLT1-ERK- und 
BLT1-PI3K-AKt-Signalweg in Krebszelllinien sowie angiogenesefördernde Wirkungen in-vitro 
und in-vivo über verstärkte VEGF-Expression [10, 75]. Auch für 5-HETE und Cysteinyl-
Leukotriene wie LTD4 wurden protumorale Effekte in mehreren Krebszelllinien nachgewiesen 
[74, 75]. Den womöglich größten Einfluss haben 5-LO-Produkte, insbesondere LTB4, auf die 
Pathogenese maligner Erkrankungen bezüglich ihres Potentials Immunzellen verschiedenster 
Art zu rekrutieren. Dabei attestierten einige Forschergruppen auf Basis ihrer Ergebnisse dem 
LTB4 Tumor-fördernde Wirkungen aufgrund Rekrutierung und Aktivierung von regulatorischen 
T-Zellen und myeloiden Suppressorzellen [75]. Andere Arbeiten zeigten dagegen einen 
entscheidenden Beitrag der 5-LO-Produkte zur Anlockung antitumoral-wirkender zytotoxischer 
T-Zellen auf [76, 77]. Das Ausmaß, inwiefern die 5-LO-Aktivität zeitabhängig die 
Tumormikroumgebung hinsichtlich Quantitäten und Qualitäten verschiedener Immunzell-
Subpopulationen wirklich verändert, muss besser untersucht werden, um das Enzym als gutes 
Wirkstoffziel erklären zu können. 
Vergleichsweise unklar und widersprüchlich sind die Rollen der 12-LO- und 15-LO-Enzyme 
und ihrer Produkte in der Kanzerogenese. Für die 12-LO und ihr Hauptprodukt 12-HETE sind 
mitogene Wirkungen auf zahlreiche Zellarten aufgezeigt worden [12, 74]. Für die 15-LO-1 
wurden sowohl protumorale als auch antitumorale Effekte nachgewiesen. Beispielsweise 
fungierte das Enzym als tumorfördernd in Prostatakrebsmodellen, jedoch als 
Tumorsuppressor in Modellen chronisch myeloischer Leukämie und Darmkrebs [75]. Vor allem 
in Anbetracht jüngerer Forschungsergebnisse stellt sich das Enzym 15-LO-1 tendenziell eher 
als Tumorhemmer dar. In zahlreichen Krebsarten ist die Enzymexpression herunterreguliert. 
Experimentelle Re-Expression in kolorektalen Krebsmodellen resultierte in wachstums-
hemmenden Effekten in-vitro und in-vivo [78]. Antiproliferative Effekte der 15-LO-1 sind 
wahrscheinlich mitunter an die Biosynthese-Hauptprodukte 15-HETE und 13-HODE (13-
Hydroxyoctadecadiensäure) als PPARγ-Liganden geknüpft [12]. Auch für die komplexer 
hydroxylierten 15-LO-1-Produkte der SPM-Familien konnten krebshemmende Wirkungen, 
basierend auf der Drosselung der Tumor-fördernden-Entzündung, nachgewiesen werden [13]. 
Eine kürzlich publizierte Studie zeigte eindrucksvoll auf, dass (Chemotherapie-induzierte) 
apoptotische Zelltrümmer Makrophagen zu einem Tumorwachstum-fördernden Zytokinsturm 
anregen können. Die Resolvine (RvD1, RvD2 oder RvE1) hemmten dabei die 
Krebsprogression durch verstärkte phagozytotische und efferozytotische Aktivität der 
Makrophagen und Herunterregulierung proinflammatorischer Zytokine [79]. Die Ausnutzung 
einer Vielzahl unterschiedlichster Maus-basierter-Krebsmodelle (Transplantation muriner 
Krebszellen, Transplantation humaner Krebszellen, sich spontan entwickelnde Tumore in 
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genetisch veränderten Tieren) zur Demonstration der Ergebnisreproduzierbarkeit 
unterstrichen die Qualität der Studie [80]. Auch in verschiedenen murinen Krebsmodellen, bei 
denen ein chirurgischer Eingriff durch systemisch-inflammatorische Vorgänge Metastasierung 
und Auswachsen ruhender Tumorzellen initiierte, stellte sich die präoperative Gabe von 
Resolvinen (oder COX-1 selektiven Inhibitoren) als positiv heraus. Die Dämpfung 
unspezifischer systemischer Entzündungsvorgänge bei gleichzeitig gesteigerter T-Zell 
basierter Immunantwort resultierte in verminderter Metastasierung und gesteigertem 
Langzeitüberleben [81]. Für das Enzym 15-LO-2 zeigen die vergleichsweise wenigen und 
vorwiegend auf Prostatakrebsmodellen basierenden Studien überwiegend antitumorale 
Effekte auf [82]. Eine aktuelle Studie zeigte, dass die 15-LO-2 über verstärkte 
Lipidperoxidation eine spezielle Form des Zelltodes, die Ferroptose, fördert. Jedoch 
Stickstoffmonoxid durch Reduktion des katalytisch-wirkenden Eisens der 15-LO-2 und 
Neutralisation gebildeter Lipidperoxide Zellen vor dieser Ferroptose schützen kann. Im einem 
murinen Tumormodell zeigten Mäuse mit Knockout der induzierbaren NO-Synthase (NOS2) 
in ihren Knochenmarkszellen ein signifikant verringertes Tumorgewicht, korrelierend mit einer 
verringerten Anzahl an Tumor-assoziierten-Makrophagen [83]. Die 15-LO-2 kann womöglich 
auch durch eine Ferroptose bedingte Reduktion von TAM indirekt antitumoral wirken. 
Sehr stark vereinfacht kann man für die Enzyme und deren Biosyntheseprodukte für COX-1/2 
hauptsächlich protumorale, für die 5-LO tendenziell ebenfalls eher protumorale und 15-LO-1/2 
vorwiegend antitumorale Eigenschaften resümieren. 
 
1.6 Testsysteme und Analytik der Lipidmediatoren 
Der methodische Schwerpunkt der hier vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines 
universell einsetzbaren Testsystems zur Charakterisierung umfassender LM-Profile in 
Abhängigkeit verschiedener modulierender Faktoren wie niedermolekularen Inhibitoren oder 
löslichen Faktoren in der Kommunikation verschiedener Zelltypen. Dabei galt es durch die 
Kombination geeigneter Zellen und Stimuli alle Hauptsynthesewege der für uns interessanten 
Prostaglandine (COX), Leukotriene (5-LO) und SPM (vor allem 15-LO) zu aktivieren, die 
produzierten Mediatoren quantitativ aufzureinigen sowie selektiv und sensitiv zu analysieren. 
In den nachfolgenden zwei Kapiteln wird eine Übersicht über literaturbekannte LM-
Testsysteme und Verfahren zur Aufreinigung und Analytik von LM präsentiert. 
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1.6.1 In-vitro- und in-vivo-Testsysteme der Lipidmediatorbiosynthese 
Testsysteme für die LM-Analytik umfassen im Allgemeinen in-vitro-, als auch in-vivo-Modelle 
inklusiver geeigneter Stimuli. Für letztere konnten beispielsweise mit Hilfe von Kombinationen 
aus Maus und Bakterien (wie Borrelia burgdorferi, Escherichia coli, Staphylococcus aureus), 
Maus und Influenzaviren sowie Zebrafisch und Mykobakterium marinum umfassende LM-
Profile gemessen und Korrelationen zwischen verschiedenen Mediatoren und 
Infektionsverläufen aufgestellt werden [34, 70, 84]. In-vivo-Systeme sind zeitaufwendig, für 
einige wissenschaftliche Fragestellungen ethnisch nicht vertretbar oder zu komplex um den 
Einfluss spezifischer Faktoren, wie die Kommunikation zwischen zwei konkreten Zelltypen, 
exakt nachzuvollziehen. Auch wir fokussierten uns daher auf ein in-vitro-Testsystem. 
Neben PMNL sind insbesondere Makrophagen (auch aufgrund ihrer enormen Plastizität) die 
Immunzellen der Wahl für LM-Studien [16, 84, 85]. Neben der Variation des Phänotyps 
entscheidet vor allem die Art des Stimulus über resultierende LM-Profile der Makrophagen. 
Eine ambitionierte Studie verglich 16 verschiedene LM-Stimuli in der murinen immortalisierten 
Makrophagenzelllinie RAW264.7. Die 12 Toll-like-Rezeptor-Agonisten (mit TLR 1-7 und TLR-
9 als Zielstrukturen) sowie 2 Agonisten an G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, die zu einem 
vorrübergehenden Calciumeinstrom führten (PAF und UDP), produzierten alle ein 
vergleichbares, durch COX-Produkte dominiertes, LM-Profil. Lediglich ATP (2 mM; Agonist an 
den Purinergen Rezeptoren P2Y und P2X) und Ionomycin (rezeptorunabhängige Aktivität), die 
einen langanhaltenden Calciumeinstrom initiieren, waren in der Lage die Synthese von 5-LO-
Produkten einzuleiten. Außerdem konnte gezeigt werden, dass die Kombination aus 50-
minütiger Vorinkubation mit TLR-4-Agonist Kdo2-lipid A, eine homogene LPS 
(Lipopolysaccharid)-Substruktur, gefolgt von 10-minütiger Stimulierung mit PAF, UDP, 
Ionomycin oder ATP, wiederum nur für die letzten beiden Substanzen eine stark synergistische 
Wirkung auf die AA-Freisetzung und 5-LO-Produktbildung hatte [86]. Eine Studie mit GFP-
cPLA2-Fusionsprotein zeigte, dass proportional zu intrazellulären Calciumkonzentration sich 
die zelluläre Lokalisation des Proteins änderte (> 100 nM: Golgi; > 210 nM: Golgi, ER und 
perinukleäre Membranen) und die Menge an freigesetzter AA anstieg [87]. Auch die 5-LO 
transloziert calciumabhängig an perinukleäre Membranen [88]. Neben die Produktbildung-
beeinflussenden Phosphorylierungen könnte die verstärkte Translokation an kernnahe 
Biomembranen von cPLA2 und 5-LO ursächlich für den oben beschriebenen Synergismus sein 
[86]. Zwei weitere Studien bestätigten eine gesteigerte Eicosanoidbiosynthese durch 
Vorinkubation mit einem TLR-4-Agonisten und anschließender ATP-Stimulierung. Jedoch 
konnte auch gezeigt werden, dass mit zunehmender Dauer der TLR-4-Agonist-Vorinkubation 
(das „Primen“) mehr COX- und weniger 5-LO-Produkte biosynthetisiert wurden. Eine AA-
Substratkompetition durch die Hochregulation der COX-2 und der nachgeschalteten mPGES-
1 (mikrosomale Prostaglandin E Synthase 1) in Abhängigkeit von der Prime-Dauer gilt als 
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wahrscheinlich [72, 89]. Neben TLR-Agonisten wie LPS bewiesen sich unter anderem auch 
der Wachstumsfaktor GM-CSF (granulocyte macrophage colony-stimulating factor) oder das 
Zytokin TNF-α als Priming-Agentien und steigerten die 5-LO-Produktsynthese in Leukozyten 
im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit beispielsweise fMLP (Formyl-Methionyl-Leucyl-
Phenylalanin; stellvertretend für formylierte bakterielle Peptide mit immunogener Wirkung) 
oder Zymosan. Insbesondere für solche Stimuli, die erst durch Primen erhöhte 5-LO-Produke 
aufzeigen, aber nicht durch einen anhalten Calciumeinstrom gekennzeichnet sind, werden 
verstärkte Phosphorylierungen der cPLA2 und/oder 5-LO mit erhöhter Produktbildung als 
Ursache diskutiert [85, 90, 91]. Damit ein Testsystem nicht nur Aussagen über die Modulation 
proinflammatorischer Prostaglandine und Leukotriene, sondern auch von 
antiinflammatorischen SPM ermöglichen kann, wäre es von Vorteil auch die Aktivität der 15-
LO zu stimulieren. Mit der 15-LO-1 und 15-LO-2 existieren zwei verschiedene Enzyme, die AA 
an Position 15 oxygenieren können. Beide sind in der Lage neben freien Fettsäuren auch 
veresterte PUFA in Biomembranen zu oxidieren. Und beide translozieren nach Stimulation mit 
Calcium-Ionophor (langanhaltender Ca2+-Einstrom) zu Membrankompartimenten. Die 
Unterschiede sind allerdings vielfältiger als ihre Gemeinsamkeiten. Das 15-LO-2-Enzym ist in 
humanen Makrophagen konstitutiv exprimiert und scheint im Gegensatz zur 15-LO-1 eine 
untergeordnete Rolle in der Biosynthese von SPM, der Auflösung von Entzündungen sowie 
der Modulation von Efferozytoseprozessen zu spielen [92]. Die Expression des für uns 
interessanten 15-LO-1-Enzyms wird durch IL-4 und IL-13 hochreguliert. Neue Erkenntnisse 
zeigen, dass die Erkennung apoptotischer Zellen die Wirkung dieser Zytokine amplifiziert [93]. 
Es ist daher wenig verwunderlich, dass das murine Analogon der 15-LO-1 in 
Monozyten/Makrophagen erst Tage später (während der Resolutionsphase) am Ursprungsort 
einer Entzündung verstärkt nachweisbar ist [18, 33]. In Analogie zur 5-LO wird die 
Enzymaktivität der 15-LO-1, neben der Überführung des katalytisch aktiven Eisens in seine 
Oxidationsstufe +III durch Hydroperoxide, insbesondere durch eine calciumabhängige 
Membranassoziation gesteigert [94]. Die 12(S)-LO, die vorwiegend in Thrombozyten 
exprimiert wird und die Blutgerinnung moduliert sowie die 12(R)-LO, die verstärkt in Hautzellen 
hochreguliert ist und am Aufbau der Wasserbarriere der Epidermis beteiligt ist, spielen in der 
Biosynthese immunologisch wirkender LM eine untergeordnete Rolle [95]. 
Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass Makrophagen aufgrund ihrer Plastizität ein 
hervorragendes Testsystem bezüglich umfassender LM-Biosynthese darstellen und Stimuli 
mit anhaltenden Calciumeinstrom gute Induktoren der 5-LO-, 15-LO- und COX-Produktbildung 
sind. Ein begrenzt langes zusätzliches Primen mit TLR-Agonisten kann die Produktbildung 
erhöhen. Eine ausreichend lange Vorinkubation von Makrophagen mit IL-4 oder IL-13 
vervollständigt das enzymatische Spektrum durch verstärkte Expression von 15-LO-1. 
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1.6.2 Probenaufbereitung und Instrumentelle Analytik 
Die enzymatische und nichtenzymatische Oxygenierung diverser PUFA resultiert in 
zahlreichen verschiedenen LM. Viele dieser Mediatoren haben sich überschneidende oder 
gegensätzliche Wirkungen. Um biologische Prozesse ausreichend gut erklären zu können, 
reicht es nicht einzelne Metabolite zu quantifizieren. Es bedarf der Bestimmung komplexer LM-
Profile, die die Balance verschiedener oxygenierter Mediatoren zueinander darstellen [14]. 
Massenspektrometrie basierte Plattformen sind heutzutage Mittel der Wahl in der LM-Analytik. 
Insbesondere Chromatografie-gekoppelte Verfahren wie mit HPLC (high performance liquid 
chromatography) und UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography), die unterschiedliche 
Metabolite aufgrund physikochemischer Eigenschaften (Lipophilie, Chiralität, Größe) 
voneinander trennen und somit identische Mediatoren zeitlich aufkonzentrieren, erlauben 
massenspektrometrische Analytik von hoher Sensitivität und Selektivität [14, 96, 97]. Die 
Alternative, sogenannte „Shotgun-Verfahren“, bei denen aufgereinigte Proben ohne 
chromatografische Vortrennung direkt eingespritzt werden, dienen eher der Hochdurchsatz-
Analytik von reichhaltig in der Zelle vorkommenden Metaboliten (wie Glycerolphospholipiden, 
Glycerolipiden, Sphingolipiden oder Sterinen) [96, 97]. 
Oxygenierte PUFA werden vornehmlich auf chromatografisch gekoppelten Triple-Quadrupol-
Systemen analysiert [14, 86]. Fünf Hauptschritte skizzieren dabei die chronologische 
Prozessierung: (I) Die Proben geeigneter Testsysteme werden zügig gesammelt und stabil 
gelagert, sodass nachträglich keine weiteren enzymatischen und nichtenzymatischen 
Umsätze stattfinden können (Reaktionsstopp und Proteindenaturierung mit eiskalten 
Lösungsmitteln, Stickstoffbegasung, -80 °C-Lagerung). (II) Die Proben werden durch 
Verfahren, wie Flüssig-Flüssig- oder Festphasenextraktion weiter aufgereinigt und etwaige 
Verluste im Zuge der Probenaufarbeitung durch vorherige Zugabe Interner Standards 
ausgeglichen. (III) Einzelne Metabolite werden in Folge der Flüssigkeitschromatografie 
aufgetrennt. (IV) Die Analyten werden im sogenannten Elektronenspray-Ionisationsverfahren 
(ESI) ionisiert. (V) Die entstandenen Ionen können über ihre Masse/Ladung-Verhältnis (m/z) 
im elektrischen Wechselfeld der Quadrupole und mit Hilfe unterschiedlicher Arbeitsmodi des 
Massenspektrometers identifiziert und quantifiziert werden [14]. Erfolgt ein unverändertes 
Erfassen der ionisierten Metabolite, spricht man vom „Single-Scan-Modus“ (MS). Werden 
Ionen im zweiten Quadrupol mittels Stoßgas fragmentiert und die Fragmentierungsprodukte 
(oder/und dessen Vorstufen) analysiert, handelt es sich um einem „Tandem-Modus“ (MS/MS).  
 
 
1 EINLEITUNG 
23 
Unterschiedliche MS/MS-Modi 
(siehe Abb. 4) beantworten dabei 
verschiedene analytische Frage-
stellungen [96]. Ein ultrasensitiver 
MS/MS Modus ist das sogenannte 
„selected reaction monitoring“ 
(SRM). Entsprechend des 
Wechselfeldes lässt man einen 
definierten Metaboliten (m/z) den 
ersten Quadrupol passieren. 
Dieser wird im zweiten Quadrupol 
(Kollisionszelle) fragmentiert. Im 
dritten Quadrupol wird ein 
charakteristisches Fragment (m/z) 
zur Quantifizierung selektiert. 
Werden zyklisch wiederholend 
mehrere SRM Paare vermessen, 
wird dies als „multiple reaction 
monitoring“ (MRM) bezeichnet. 
Die kombinierte Zuordnung einer 
definierten Vorstufe (m/z), eines 
ausgewählten Fragmentierungsproduktes (m/z) und einer aus Flüssigkeitschromatografie 
resultierenden Retentionszeit (min) für jeden Analyten erlauben eine vergleichsweise hohe 
Sensitivität und Selektivität in der Quantifizierung [14, 86, 96, 97]. Unter Optimierung der 
benannten fünf Hauptschritte (Probensammlung und Lagerung, Aufreinigung, 
Flüssigkeitschromatografische Auftrennung, Ionisation der Analyten, Tandem-
Massenspektrometrie) konnten LM bis in den dreistelligen Femtogrammbereich (> 100 fg) im 
humanen Serum, Plasma und lymphatischen Organen nachgewiesen werden [99]. Eine 
adaptierte Form dieser Probenaufbereitung, die Etablierung einer neuen UPLC-Methode 
sowie die Verwendung optimierter MS/MS-Parameter zur LM-Analytik für das hauseigene 
Triple-Quadrupol-Massenspektrometer (AB Sciex 5500 Q TRAP) gemäß der Referenz „Lipid 
Mediator Metabololipidomics LC-MS-MS Spectra Book 2016“ [100] sollten zur Optimierung 
unserer LM-Analytik dienen.  
Abb. 4: Typische MS/MS-Modi. Adaptiert von Griffiths et al. 2009 
[98]. CID, collision induced dissociation 
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2 ZIELSTELLUNG 
Die im Zusammenspiel von PLA2-, COX-, LO, CYP- und weiteren nachgeschalteten Enzymen 
entstehenden LM aus AA, EPA und DHA spielen eine wesentliche Rolle in akuten und 
chronischen entzündlichen Erkrankungen wie Asthma, rheumatoide Arthritis, Atherosklerose 
und Krebs [4-7]. Vereinfacht sind den Hauptvertretern: den Leukotrienen (5-LO) eher 
proinflammatorische, den SPM (15-LO und weitere Enzyme) vorwiegend antiinflammatorische 
und den Prostaglandinen (COX) immunmodulierende (pro- und antiinflammatorische) 
biologische Aktivitäten zuweisen [2, 5, 6, 8]. Mit dem Wissen, dass die Tumor-fördernde-
Entzündung ein Wesensmerkmal und Motor vieler maligner Erkrankungen ist [9], lassen sich 
mit gewissen Einschränkungen für Leukotriene und Prostaglandine eher protumorale und für 
SPM vorwiegend antitumorale Eigenschaften ableiten [8, 10-13]. Anstatt einzelne LM zu 
quantifizieren, bedarf es einer umfassenden Profilierung des LM-Netzwerkes, um komplexe 
biologische Prozesse gut verstehen zu können [14]. Auch zur Charakterisierung 
pharmakologischer Interventionen ist ein ganzheitliches Bild notwendig. Denn die in der LM-
Biosynthese involvierten Enzyme sind in der Lage mehr als nur ein Substrat umzusetzen [5, 
84, 88]. Weiterhin kann ein und derselbe Inhibitor die katalytische Aktivität mehrerer an der 
LM-Biosynthese beteiligten Enzyme beeinflussen [95, 101]. Nicht zuletzt kann die Inhibition 
eines Enzymes die kompetitive Umsetzung eines Substrates durch ein anders Enzym einleiten 
(Shunting) [5, 21, 22, 84]. Makrophagen sind Schlüsselspieler der Angeborenen und 
Erworbenen Immunabwehr und aufgrund ihrer enormen Plastizität in der Lage ein breites 
Spektrum an LM zu biosynthetisieren [15, 16]. Außerdem sind sie ein Hauptbestandteil der 
Tumormikroumgebung und tragen nach Phänotypenwechsel (in Richtung M2-like) maßgeblich 
zur Tumor-fördernden-Entzündung bei [15, 46, 47]. Das Hauptziel der Arbeit war die 
Entwicklung und Anwendung eines Makrophagen basierten Testsystems zur 
Charakterisierung umfassender LM-Profile in Abhängigkeit verschiedener modulierender 
Faktoren. Genauer spezifiziert lauteten die einzelnen Ziele wie folgt: 
1. Charakterisierung der LM-Biosynthese durch verschiedene Stimuli in 
unterschiedlichen Makrophagenphänotypen (Manuskript I) 
2. Etablierung eines Entzündungs- und Entzündungsauflösungs-angelehnten 
Testsystems mit umfassender LM-Analytik durch Kombination von geeigneten 
Testobjekten, Stimulus und optimierter UPLC-MS/MS-Methodik (Manuskript II) 
3. Prüfung etablierter pharmakologischer Inhibitoren auf das gesamtheitliche LM-Profil im 
neuen Testsystem mit Rückschlüssen auf Zielstrukturselektivität, Shunting-Effekte und 
Potenzial zur Entzündungsauflösung (Manuskript II) 
4. Entwicklung eines Makrophagen-Krebszell-Kokulturmodells und Erforschung 
kommunikationsbedingter Veränderungen der LM-Biosynthese inklusiver 
zugrundeliegender Mechanismen (Manuskript III) 
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Manuskript I 
Human macrophages differentially produce specific resolvin or leukotriene signals that depend 
on bacterial pathogenicity 
Oliver Werz*, Jana Gerstmeier, Stephania Libreros, Xavier De la Rosa, Markus Werner, Paul 
C. Norris, Nan Chiang & Charles N. Serhan 
Nature Communications, 2018. 9(1): p. 59. 
 
Manuskript II 
Targeting biosynthetic networks of the proinflammatory and proresolving lipid metabolome 
Markus Werner*, Paul M. Jordan, Erik Romp, Anna Czapka, Zhigang Rao, Christian Kretzer, 
Andreas Koeberle, Ulrike Garscha, Simona Pace, Hans-Erik Claesson, Charles N. Serhan, 
Oliver Werz, and Jana Gerstmeier 
FASEB Journal, 2019. 33(5): p. 6140-6153. 
 
Manuskript III 
Communication between human macrophages and epithelial cancer cell lines dictates lipid 
mediator biosynthesis. 
Markus Werner*, Simona Pace*, Anna Czapka, Paul M. Jordan, Jana Gerstmeier, Andreas 
Koeberle, Oliver Werz 
Cellular and Molecular Life Sciences, 2020 (published online, printed version in progress) 
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3.1 Manuskript I 
 
 
Human macrophages differentially produce specific resolvin or leukotriene signals 
that depend on bacterial pathogenicity 
Oliver Werz*, Jana Gerstmeier, Stephania Libreros, Xavier De la Rosa, Markus Werner, Paul 
C. Norris, Nan Chiang & Charles N. Serhan 
Nature Communications, 2018. 9(1): p. 59. 
 
 
Mögliche Stimuli der Lipidmediator (LM)-Biosynthese wurden an Makrophagen getestet. 
Stärker virulente Varianten von E. coli und S. aureus stellten sich dabei als ausgezeichnete 
Aktivatoren aller relevanten LM-Biosynthesewege (COX, 5-LO, 15-LO-1) heraus. Während 
fast alle verwendeten Stimuli gute Initiatoren der COX-Produktbildung gewesen sind, war die 
subzelluläre Translokation und Enzymaktivität der 5-LO und 15-LO-1 an einen anhaltenden 
Calciumeinstrom durch die stärker virulenten Bakterien geknüpft. Entsprechend ihrer 
enzymatischen Ausstattung zeigten proinflammatorische/antimikrobielle Makrophagen des 
M1-Typs (COX-2↑) ein Prostaglandin E2- und Leukotrien B4-dominiertes LM-Profil; während 
entzündungsauflösende und wundheilungsfördernde Makrophagen des M2-Typs (15-LO-1↑) 
ein eher SPM-geprägtes antiinflammatorisches Spektrum aufzeigten. Mit dieser Arbeit 
identifizierten wir erstmals Stimuli, die alle Hauptwege der LM-Biosynthese in isolierten Zellen 
aktivieren können. 
Eigenanteil: Aufreinigung humaner Monozyten aus Leukozytenkonzentraten. Differenzierung 
von Monozyten und Polarisierung zu M1 und M2. Experimentelles Design und Durchführung 
des Calcium-Imaging in M1 und M2 in Abhängigkeit verschiedener Stimuli. 
Probenaufbereitung für die LM-Analytik. Datenanalyse und Mitwirken bei der Erstellung des 
Manuskriptes.  
Relativer Gesamtanteil: 15%  
3 MANUSKRIPTE 
27 
 
3 MANUSKRIPTE 
28 
 
3 MANUSKRIPTE 
29 
 
3 MANUSKRIPTE 
30 
 
3 MANUSKRIPTE 
31 
 
3 MANUSKRIPTE 
32 
 
3 MANUSKRIPTE 
33 
 
3 MANUSKRIPTE 
34 
 
3 MANUSKRIPTE 
35 
 
3 MANUSKRIPTE 
36 
 
3 MANUSKRIPTE 
37 
 
3 MANUSKRIPTE 
38 
3 MANUSKRIPTE 
39 
3.2 Manuskript II 
 
 
Targeting biosynthetic networks of the proinflammatory and proresolving lipid 
metabolome 
Markus Werner*, Paul M. Jordan, Erik Romp, Anna Czapka, Zhigang Rao, Christian Kretzer, 
Andreas Koeberle, Ulrike Garscha, Simona Pace, Hans-Erik Claesson, Charles N. Serhan, 
Oliver Werz, and Jana Gerstmeier  
FASEB Journal, 2019. 33(5): p. 6140-6153 
 
 
Für diese Studie wurde eine umfassende UPLC-MS/MS basierte Lipidmediator (LM)-Analytik 
etabliert. Durch Stimulierung von proinflammtorischen und antiinflammtorischen Makrophagen 
mit E. coli (O6:K2:H1) konnten wir komplexe LM-Profile erstellen. Wir untersuchten, wie 
bekannte pharmakologische Substanzen über ihre postulierte Wirkweise hinaus diese LM-
Fingerabdrücke modulieren. Neben der erwarteten Inhibition ihres Zielenzymes, beobachtetn 
wir, dass: (I) die Inhibitoren von COX und 15-LO-1 gleichzeitig die Konzentration 
proinflammatorischer Leukotriene erhöhen; (II) die Leukotrienhemmung der Inhibitoren von 5-
LO und seinem Helferprotein FLAP in M1 stärker ausgeprägt ist als in M2; (III) der klinisch 
zugelassene 5-LO-Inhibitor (Zileuton) auch die Bildung von 15-LO-Produkten, inklusive SPM 
blockiert - aber der FLAP-Inhibitor zusätzlich in erhöhten, vor allem DHA-abgeleiteten, SPM 
mündete; (IV) der 15-LO-1 Inhibitor 3887 die Produktbildung sämtlicher SPM in M2 blockiert. 
Diese Ergebnisse zeigen, dass vermeintlich spezifische Modulatoren von Enzymen der LM-
Biosynthese das Gesamtnetzwerk unerwartet stark verändern und damit die 
Pharmakotherapie entzündlicher Erkrankungen mehr oder weniger wünschenswert 
beinflussen können. 
Eigenanteil: Etablierung der UPLC-MS/MS-Analytik. Zellkultur: Generierung von M1 und M2. 
Experimentelles Design und Durchführung der Mehrzahl der Inhibitorstudien. Erstellung der 
Korrelationsanalysen. Datenanalyse und Mitwirken bei der Manuskripterstellung.  
Relativer Gesamtanteil: 70%  
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3.3 Manuskript III 
 
 
Communication between human macrophages and epithelial cancer cell lines dictates 
lipid mediator biosynthesis 
Markus Werner*, Simona Pace*, Anna Czapka, Paul M. Jordan, Jana Gerstmeier, Andreas 
Koeberle, Oliver Werz 
Cellular and Molecular Life Sciences, 2020 (published online, printed version in progress) 
 
 
Hier untersuchten wir, wie die Interaktion von Tumor-assoziierten-/M2-ähnlichen-
Makrophagen (TAM/M2) und Krebszellen die jeweilige Biosynthesekapazität für verschiedene 
Lipidmediatoren (LM) beeinflusst. Wir konnten zeigen, dass allein die zellkontaktlose 
Kommunikation von epithelialen Krebszellen (A549, HT-29) und TAM/M2 zu einer potenziell 
krebsfördernden Tumormikroumgebung, die reich an Leukotrienen und Prostaglandinen ist, 
beitragen kann. Für die Kokultur mit den A549-Lungenkrebszellen untersuchten wir die 
mechanistischen Hintergründe genauer. Eine vorherige 48-Stunden-Kokultur erhöhte die 
Leukotrienbildungskapazität der Makrophagen stark. Die kokultivierten Immunzellen 
reagierten auf eine (bakteriell-induzierte) LM-Stimulation wesentlich sensitiver als die 
monokultivierten Kontrollen. Das Phosphorylierungs-Ausmaß von p38 MAPK (p38-Mitogen-
aktivierte Protein Kinase) und der nachgeschalteten Kinase MAPKAPK-2 (MAPK-aktivierte 
Proteinkinase 2), welche die 5-LO phosphoryliert und so deren Produktbildung erhöhen kann, 
war während der Stimulation stark erhöht. Dementsprechend verhinderte der selektive p38 
MAPK-Inhibitor Skepinone-L selektiv die erhöhte 5-LO-Produktbildung. Außerdem steigerten 
die Makrophagen die COX-2-Proteinexpression und die Prostaglandinbildungskapazität der 
epithelialen Krebszellen. 
Eigenanteil: Kultivierung von Makrophagen und Krebszellen. Etablierung der Boyden 
Kammer-Kokultur. Experimentelles Design und Durchführung der LM-Analytik, des Großteils 
der Western Blot basierten Proteinbestimmungen sowie des Calcium- und Immunfluoreszenz-
Imaging. Datenanalyse und Mitwirken bei der Erstellung des Manuskriptes. 
Relativer Gesamtanteil: 75%  
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4 DISKUSSION 
Aus AA-, EPA- und DHA-abgeleitete Lipidmediatoren (LM) spielen eine wichtige Rolle in 
akuten und chronischen entzündlichen Erkrankungen [4-7]. Dies gilt auch für 
Krebserkrankungen, bei denen genomische Mutationen und die Tumor-fördernde-Entzündung 
(inklusiver verschiedenster LM) Motoren der Tumorprogression sind [9-13]. Makrophagen sind 
aufgrund ihrer enormen Plastizität in der Lage ein sehr breites LM-Spektrum zu synthetisieren 
und stellen im Kontext entzündlicher Erkrankungen ein Hauptquelle dieser Mediatoren dar [15, 
16]. Dabei weisen die zahlreichen oxygenierten Metabolite aus AA, EPA und DHA sich 
überschneidende bis völlig gegensätzliche Aktivitäten auf. Anstatt einzelne Mediatoren zu 
quantifizieren, bedarf es einem Fingerabdruck aus einer Vielzahl an LM um komplexe 
biologische Prozesse wie entzündliche Erkrankungen besser verstehen und pharmakologisch 
effizient modulieren zu können [5, 14].  
In diesem Sinne war der Kern dieser Arbeit die Entwicklung und Anwendung eines 
Makrophagen basierten Testsystems zur Charakterisierung umfassender LM-Profile in 
Abhängigkeit verschiedener modulierender Faktoren. Dazu gehörte die Suche nach 
geeigneten Stimuli der LM-Biosynthese (Manuskript I), die Entwicklung und Optimierung einer 
selektiven und sensitiven UPLC-MS/MS basierten Analytik inklusive effizienter 
Probenaufbereitung (Manuskript II) und die Anwendung des Testsystems zu Gewinnung neuer 
Erkenntnisse. Unter den letzten Punkt fallen die Untersuchungen, wie pharmakologische 
Inhibitoren (Manuskript II) oder Nachbarzellen (Manuskript III) das LM-Profil einer 
Zielzellpopulation verändern können sowie die Erforschung zugrundeliegender Mechanismen. 
In den nachfolgenden Kapiteln werden die Ergebnisse dieser Studien zusammengefasst und 
ausführlich diskutiert. 
4.1 Charakterisierung der Lipidmediatorbiosynthese durch verschiedene Stimuli 
in Makrophagen  
Stimuli, die ein umfassende LM-Biosynthese (insbesondere auch diverse SPM) in humanen 
Makrophagen initiieren, waren zu Beginn der Studien unbekannt. Unstimulierte Zellen oder 
schwache Stimuli (ohne Voraktivierung durch sogenannte Priming-Agentien und ohne 
zusätzliche Zugabe von PUFA als Enzymsubstrate) resultieren oft in sehr geringen bis nicht 
mehr nachweisbaren LM-Konzentrationen [85, 86]. Besonders schwer detektierbar sind die 
SPM, die vorwiegend von der humanen 15-LO-1, beziehungsweise der 12/15-LO als murinem 
Analogon, produziert werden [18, 102]. Unser Ziel war es eine Kombination aus physiologisch 
relevanten Zellen und Stimuli zu finden, welche die 5-LO-, 15-LO- und COX-Produktbildung 
initiieren kann und weiterhin diese LM-Bildung im Kontext der zellulären enzymatischen 
Ausstattung und subzellulären Lokalisation genauer zu beschreiben. Die Erkenntnisse aus 
zwei Arbeiten bildeten dabei eine wesentliche Grundlage unserer Untersuchungen. (I) Die 
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Infektion von Mäusen mit E. coli im Rahmen selbstauflösender Entzündungen führte zu 
erhöhten SPM-Konzentrationen in peritonealen Exsudaten [34]. (II) Werden differenzierte 
Makrophagen mittels LPS und IFN-γ zu proinflammatorischen M1-Makrophagen (M1) oder mit 
IL-4 zu antiinflammatorischen M2-Makrophagen (M2) polarisiert, ergibt sich ein Prostaglandin- 
und LTB4-dominiertes LM-Profil für M1 und ein SPM-dominiertes Profil für M2 [16]. Letztere 
Arbeit krankte jedoch an dem methodischen Problem, dass kein physiologischer Stimulus zur 
LM-Bildung eingesetzt wurde. Die stundenlang polarisierten Zellen wurden durch Methanol 
„abgestoppt“ und die gebildeten LM analysiert. Aus eigenen Versuchen wissen wir, dass 
Methanol (vermutlich durch Störung der Membranintegrität und veränderter intrazellulärer 
Ionenkonzentrationen) vor der erwünschten Proteindenaturierung initial die LM-Synthese noch 
einmal ankurbeln kann. Die erhaltenen LM-Profile ergeben sich somit wahrscheinlich aus 
Biosynthese (und Metabolisierung) während der Polarisierung und während des 
unphysiologischen „Abstoppens“ mit Methanol. Sie repräsentieren vermutlich die 
Enzymausstattung der Zellen, nicht aber eine Enzymaktivität infolge eines physiologischen 
Stimulus. Außerdem werden LM typischerweise schnell nach der Biosynthese aus der Zelle in 
das extrazelluläre Medium sezerniert [86]. Im Fall der Methanolzugabe schließt man auch 
intrazelluläre LM auf. Durch die Generierung von M1 und M2, kurzzeitige Stimulation mit 
pathogenen Bakterien und Analyse der LM aus dem Überstand der Zellen konnten wir erstmals 
Makrophagenphänotyp-spezifische LM-Profile mit 5-LO-, 15-LO- und COX-abgeleiteten 
Produkten auf physiologischere Art und Weise bestimmen.  
Wir konnten zeigen, dass stärker virulente Varianten von E. coli und S. aureus M1 vor allem 
zur Bildung proinflammatorischer Mediatoren wie PGE2 (COX) und LTB4 (5-LO) stimulieren. 
M2 produzierten hingegen deutlich mehr 15-LO-abgeleitete antiinflammatorische SPM wie 
Lipoxine (AA) und Resolvine vom E-Typ (EPA) und D-Typ (DHA). Im Vergleich von M1 und 
M2 führt ein und derselbe Stimulus zu sehr verschiedenen LM-Profilen. Der 
Makrophagenphänotyp macht den Unterschied. Durch die unterschiedliche Polarisierung wird 
in-vitro ein normalerweise früh im Entzündungsgeschehen auftretender antimikrobieller M1-
Typ oder ein spät auftretender entzündungsauflösender und wundheilungsfördender M2-Typ 
generiert [17-19]. Da der Makrophagenphänotyp so entscheidend war, untersuchten wir die 
LM-Bildung und die Expression beteiligter Enzyme zu unterschiedlichen Zeitpunkten während 
der Polarisierung mit LPS/IFN-γ (M1) oder IL-4 (M2). Korrelierend mit steigender 15-LO-1 
Expression in M2 stieg auch die Biosynthesekapazität für SPM und deren Vorstufen mit länger 
werdenden Polarisierungszeiten. In M1 hingegen stieg insbesondere die PGE2-Synthese. 
Diese Ergebnisse decken sich gut mit einer breit angelegten Transkriptomanalyse für die 
Differenzierung und Polarisierung von Makrophagen. Für die M1-Polarisierung mit LPS/IFNγ 
konnte eine Hochregulierung von COX-2, für die M2-Polarisierung mit IL-4 von COX-1 und 15-
LO-1 nachgewiesen werden [103]. Die Expression von FLAP (5-Lipoxygenase-aktivierendes 
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Protein), einem Helferprotein von 5-LO, war in M2 zu allen Zeitpunkten der Polarisierung viel 
niedriger als in M1. Dieses Protein scheint in der Biosynthese von SPM in unserem Modell, 
zumindest für Resolvine, eine untergeordnete Rolle zu spielen. Allerdings könnte es die 
tendenziell höhere Bildung von LTB4 in M1 bei vergleichbarer 5-LO Expression in M1 und M2 
erklären. Die 5-LO dioxygeniert AA zu 5(S)-HpETE (5- Hydroperoxyeicosatetraensäure). 5(S)-
HpETE kann durch Glutathionperoxidasen zu 5(S)-HETE reduziert werden oder durch die 
LTA4-Synthaseaktivität der 5-LO zum Epoxid LTA4 umgewandelt werden. LTA4 kann durch die 
LTA4-Hydrolase zu LTB4 hydrolysiert werden [88]. Koexpression von 5-LO/FLAP in HEK 
(human embryonic kidney) 293-Zellen resultierte gegenüber alleiniger 5-LO-Expression in 
gesteigerter LTA4-Bildungskapazität nach Stimulus-getriggerter Kolokalisation beider Enzyme 
an Membrankompartimenten [104]. Vermehrte FLAP-Assoziation und damit gesteigerte LTA4-
Synthase-Aktivität der 5-LO könnte die gesteigerte LTB4-Bildung in M1 erklären. Die 15-LO-2 
wurde im Rahmen des Manuskriptes I nicht analysiert. Nachfolgend konnten wir experimentell 
ermitteln, dass sich die 15-LO-2-Expression nicht signifikant zwischen M1 und M2 
unterscheidet (nicht veröffentlichte Daten). Dies deckt sich mit Befunden aktueller Literatur. So 
ist die 15-LO-2 in Makrophagen konstitutiv exprimiert und kann sowohl durch LPS (M1-
Polarisierung), als auch IL-4 (M2-Polarisierung) weiter hochreguliert werden [92]. Die 15-LO-
2-Expression spielt somit wahrscheinlich eine untergeordnete Rolle für die Bildung 
antiinflammatorischer SPM. 
Der Makrophagenphänotyp bestimmte maßgeblich das LM-Profil. Die Enzymaktivierungen 
(COX, 5-LO, 15-LO) mit vergleichsweise hoher LM-Bildung aus endogenen Substratquellen 
erfolgte jedoch erst durch die Zugabe stärker virulenter Bakterienstämme (E. Coli, S. aureus). 
Eine Aktivierung der 15-LO-1 durch Mikroorganismen in isolierten Zellen war bislang nicht 
bekannt. Die Stimulierung mit einem pathogenem E. coli Stamm (O6:K2:H1) war der 
Aktivierung mit etablierten Agentien wie LPS/fMLP oder Serum-behandelten Zymosan 
hinsichtlich der gebildeten Mengen an LM weit überlegen. Auch ein durch UV-Licht attenuierter 
E. coli (O6:K2:H1) und die weniger pathogenen E. coli-Stämme (JM109 und BL21) konnten 
die hohe Freisetzung an AA und DHA sowie die verstärkte Bildung von LM, darunter 
verschiedene SPM und LTB4, nicht hervorrufen. Lediglich die Menge der gebildeten 
Prostaglandine waren vergleichbar. Hierbei zeichneten sich Parallelen zu einer sehr 
interessanten Studie einer anderen Arbeitsgruppe ab. Diese verglich 16 verschiedene LM-
Stimuli in RAW264.7-Zellen. Die 12 Toll-like-Rezeptor-Agonisten (mit TLR 1-7 und TLR-9 als 
Zielstrukturen) sowie 2 Agonisten an G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, die zu einem 
vorrübergehenden Calciumeinstrom führten (PAF und UDP), produzierten alle ein 
vergleichbares, durch Prostaglandine dominiertes, LM-Profil. Lediglich ATP (2 mM; Agonist an 
den Purinergen Rezeptoren P2Y und P2X) und Ionomycin (rezeptorunabhängige Aktivität), die 
einen langanhaltenden Calciumeinstrom initiieren, waren in der Lage die Synthese von 5-LO-
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Produkten einzuleiten [86]. Es ist gezeigt wurden, dass cPLA2, 5-LO und 15-LO-1 
calciumabhängig zu membranären (substratreichen) Zellkompartimenten translozieren und 
dort verstärkte Enzymaktivität aufweisen [87, 88, 94, 105]. In unseren Experimenten war der 
stärker virulente E. coli (O6:K2:H1), nicht aber der BL21-Stamm, in der Lage, einen 
langanhaltenden Calciumeinstrom in Makrophagen zu initiieren und die zelluläre Translokation 
von 5-LO und 15-LO-1 zu bewirken. Nach Inkubation der Makrophagen mit E. coli (O6:K2:H1) 
in Anwesenheit von EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) und BAPTA (1,2-bis(o-
aminophenoxy)ethane-N,N,N′,N′-tetraacetic acid) zur Komplexierung extrazellulären und 
intrazellulären Calciums war sowohl die Translokation beider LO aufgehoben als auch deren 
Produktbildung stark vermindert. Insgesamt war also die PAMP-Erkennung allein (LPS/fMLP; 
Zymosan; Oberflächenstrukturen wenig pathogener Bakterien) nicht in der Lage starke LO-
Aktivitäten zu induzieren. Weitere Virulenzfaktoren, die einen langanhaltenden 
Calciumeinstrom bewirken, sind wahrscheinlich ursächlich für die Enzymtranslokation und 
gesteigerte LM-Bildungskapazität von E. coli (O6:K2:H1) und dem untersuchten S. aureus-
Stamm. Virulenzfaktoren dienen dem Bakterium in der Regel dazu, dessen Kolonialisierung, 
Persistenz, Verbreitung oder Verteidigung gegenüber Immunzellen zu verbessern. 
Membranschädigende, den Ionenhaushalt störende, Peptide sind Beispiele solcher 
Virulenzfaktoren. Prominente Klassen aus S. aureus sind Hämolysine, Leukozidine und PSMs 
(phenol-soluble modulins). Für definierte Toxine wurde die Induktion der Bioynthese 
bestimmter LM bereits nachgewiesen [106, 107]. Auch für verschiedene E. coli-Stämme 
konnten in Abhängigkeit ihrer Hämolysinbildungskapazität eine deutliche Leukotrienbildung in 
humanen PMNL bereits nachgewiesen werden [108, 109]. Die Identifizierung relevanter 
Toxine war nicht Gegenstand der Forschungsarbeit zum Manuskript I und lässt Raum für 
weiterführende Experimente. Der Präsenz von bakteriellen Oberflächenantigenen wie LPS, 
neben möglichen calciumeinstromfördernden Toxinen, kommt einer Voraktivierung (Primen) 
der Makrophagen gleich und könnte zu synergistisch gesteigerter LM-Bildung geführt haben. 
Für mehrere Kombinationen aus Voraktivierungsagens und Hauptstimulus konnte eine 
(wahrscheinlich durch Phosphorylierung vermittelte) zusätzlich erhöhte Produktbildung durch 
cPLA2 und 5-LO bereits gezeigt werden [85, 91, 110].  
Zusammenfassend konnte also gezeigt werden, dass die Stimulation von differenzierten und 
polarisierten Makrophagen mit stärker virulenten Bakterien calciumabhängig zur Translokation 
von 5-LO und 15-LO-1 und erheblicher LM-Bioynthese führte. Insbesondere die Stimulation 
von M2, die infolge der IL-4-Polarisierung verstärkt 15-LO-1 exprimieren, führte zu LM aller 
Hauptsynthesewege (COX, 5-LO und 15-LO) inklusive hoher SPM-Konzentrationen. Studien, 
die lediglich differenzierte und nicht polarisierte Makrophagen auf verschiedenste Weise 
(darunter auch E. coli) stimulierten, konnten LM-Profile vergleichbarer Qualität und Quantität 
nicht aufzeigen [111, 112]. Die Stimulation von proinflammatorischen M1 und 
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antiinflammatorischen M2 mit stärker virulenten Bakterien stellt eine äußerst nützliche 
Plattform für weiterführende Untersuchungen der Modulation komplexer LM-Profile dar und 
bildete die Grundlage nachfolgender Arbeiten (Manuskript II und III). 
 
4.2 Etablierung eines UPLC-MS/MS basierten Testsystems zur umfassenden 
Lipidmediatoranalytik und Charakterisierung komplexer Lipidmediator-
Netzwerke für definierte pharmakologische Inhibitoren 
Der Erforschung neuer Therapieoptionen für akute und chronische Entzündungen hat, auch 
aufgrund der hohen Prävalenz assoziierter Erkrankungen, höchste Priorität. Die 
Pathophysiologie von verschiedenen kardiovaskulären Krankheitsbildern, Adipositas, Typ-2 
Diabetes, Asthma, neurodegenerativer Krankheiten und Krebs ist häufig durch eine chronisch 
entzündliche Komponente gekennzeichnet [1-3]. Eine Fehlregulierung pro- und 
antiinflammatorischer, aus AA-, EPA- oder DHA-abgeleiteter LM ist dabei mit den benannten 
Erkrankungen verknüpft [4-7]. Die Hemmung von vorwiegend proinflammatorischen 
Prostaglandinen und Leukotrienen und deren Rezeptoren zur Linderung von Schmerz, 
Schwellung, Fieber, allergischer und asthmatischer Zustände sind klinisch etabliert. Die vor 
allem symptomatische und weniger kausale Wirkweise sowie unerwünschte Nebenwirkungen 
limitieren jedoch den Therapieerfolg dieser Substanzen [5, 20, 21, 95, 113]. Besonders kritisch 
ist, dass sich einige proinflammatorische und antiinflammatorische LM dieselben 
Biosyntheseenzyme teilen und entsprechende Inhibitoren somit die Entzündung einerseits 
abmildern, anderseits aber auch deren Auflösung verhindern könnten [5, 20, 21]. Weiterhin 
birgt die pharmakologische Interferenz mit einem Biosyntheseenzym die Gefahr, dass das 
Substrat in einen anderen unerwünschten Biosyntheseweg umgeleitet wird [5, 21, 22, 84]. Um 
ausreichend gute Rückschlüsse auf den Therapieerfolg von LM-Inhibitoren zu erlauben, bedarf 
es somit einer Analytik, die ein ganzheitlicheres LM-Netzwerk, inklusive der 
entzündungsauflösungsfördernden SPM, abbilden kann [14, 20]. Die nötige Basis dafür stellen 
die Ergebnisse aus Manuskript I dar. Die Stimulierung von humanen proinflammatorischen M1 
(repräsentativ für ein frühes Entzündungsgeschehen) und antiinflammatorischen M2 
(stellvertretend für die Entzündungsauflösung), unter Beteiligung aller Haupt-
biosyntheseenzyme (COX, 5-LO, 15-LO), liefern pathophysiologische relevante LM-
Netzwerke. Die Untersuchung wie sich diese durch die Verwendung definierter Inhibitoren 
verändern, war Gegenstand des Manuskriptes II.  
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4.2.1 Entwicklung einer UPLC-MS/MS Methode 
Die Ergebnisse aus Manuskript I entstanden aus einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von 
Prof. C.N. Serhan an der Harvard Medical School (Boston, USA). Die dort etablierte HPLC-
MS/MS-Methode zur LM-Analyse wurde in unserem Labor wie folgt optimiert. Wir übernahmen 
die Probengewinnung (Differenzierung und Polarisierung von Makrophagen zu M1 und M2, 
Stimulierung mit stärker virulenten Bakterien) und adaptierten die Festphasenextraktion zur 
Probenaufbereitung [16, 99]. Neu entwickelten wir eine Methode zur chromatografischen 
Auftrennung der LM vor der massenspektrometrischen Quantifizierung auf Basis eines UPLC-
Verfahrens. Kleinere Partikelgrößen (< 2 µm) der stationären Phase mit sehr hohen 
Arbeitsdrücken resultieren im Vergleich zu HPLC-Methoden in schmaleren Peaks, damit 
höherer Auflösung und niedrigeren Detektionslimits sowie kürzeren Analysezeiten [14]. 
Während der Methodenoptimierung testeten wir mindestens 30 verschiedene Gradienten, 
unterschiedlichste Flussraten (0.09 bis 0.7 ml/min), unterschiedliche Lösungsmittel-
kombinationen (Methanol/Wasser, Acetonitril/Wasser) und pH-Wert-/Ionisierungs-
Modifikatoren (Ameisensäure, Essigsäure in verschiedenen Konzentrationen). Schließlich 
konnten wir die Laufzeit einer Probe von 24.5 (HPLC in Boston) auf 16 Minuten (UPLC in Jena) 
verkürzen und kritische Spezies (beispielsweise die Isomere PGE2 und PGD2) 
zufriedenstellend auftrennen. Der finale Gradient für eine auf 50°C-temperierte RP (reversed 
phase)-Säule (Aquity UPLC BEH 
C18 1.7 µM; 2.1 mm × 100 mm) 
und eine Flussrate von 0.3 
ml/min ist in Abb. 5 dargestellt. 
Die Verwendung des Massen-
spektrometers AB Sciex 5500 Q 
TRAP erlaubte uns publizierte 
generelle und auch Analyten-
spezifische MS-Parameter zu 
übernehmen [16, 100]. So 
werden schließlich die Analyten 
im Elektronenspray-Ionisations-
Verfahren (ESI) ionisiert 
(zusätzlich später fragmentiert) 
und die entstandenen Ionen über 
die Masse/Ladung-Verhältnisse 
(m/z) in dem elektrischen 
Wechselfeld der drei Quadrupole 
selektiert und quantifiziert. Abb. 5: Finaler UPLC-Fließmittel-Gradient. 
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Realisiert wurde die Quantifizierung mittels MRM-Methodik (Details siehe Kapitel 1.6.2). 
Kurzum erlaubt die kombinierte Zuordnung der ionisierten Muttermasse (m/z), eines 
charakteristischen Fragmentierungsproduktes (m/z) und einer aus Flüssigkeitschromatografie 
resultierenden Retentionszeit (min) für jeden Analyten eine hohe Sensitivität und Selektivität 
für die Quantifizierung [14, 86, 96, 97]. Die Retentionszeiten der Analyten wurden durch 
kommerziell verfügbare Standards in jeder Messung verifiziert. Variierende 
Extraktionseffizienz/Wiederfindungsraten wurde(n) durch die Zugabe interner deuterisierter 
Standards normalisiert. Die Quantifizierung erfolgte mittels Kalibriergeraden aus externen 
Standards. Verbesserungspotential liegt in der Auftrennung einiger Isomere. Dieses Problem 
wurde in der Methodenoptimierung bereits bestmöglich berücksichtigt. Moderne IM-MS 
(Ionenmobilitäts-Massenspektrometrie)-Geräte, die neben Flüssigkeitschromatografie 
bedingten Retentionszeiten und m/z-Verhältnissen noch eine dritte Selektionskomponente – 
die Driftzeit eines Moleküls aufgrund seiner physikochemischen Eigenschaften in einem 
inerten Gas im elektrischen Feld – ausnutzen, versprechen zukünftig noch bessere 
Isomerentrennung [114]. Selbstverständlich war es mit unserer RP-Säule nicht möglich 
Enantiomere aufzutrennen. Auch IM-MS kommt hier schnell an seine Grenzen. 
Chromatografische Verfahren mit chiralen Säulen wären eine Lösung entsprechende 
Verbindungen (beispielsweise 15(S)-HETE und 15(R)-HETE) voneinander zu trennen. Sehr 
lange Messzeiten und eine stark limitierte Sensitivität sind der Nachteil solcher Verfahren [14]. 
Schlussendlich entwickelten wir erfolgreich eine Methode zur Hochdurchsatz-Analytik 
zahlreicher LM (ohne Enantiomerentrennung) und stellten diese durch nachfolgend 
beschriebene Inhibitorstudien ausführlich auf die Probe. 
4.2.2 COX-Inhibition  
COX-Inhibitoren, beziehungsweise NSAR, gehören zu den am häufigsten angewendeten 
Arzneimitteln und dienen der Linderung akuter Entzündungen und Schmerzen durch Blockade 
der Prostaglandinbiosynthese [3, 102, 113]. Leider vermag die Wirkstoffklasse Entzündungen 
allein nicht kausal zu stoppen, steht sogar im Verdacht die Entzündungsauflösung 
auszubremsen [2, 5]. Zudem ist die Langzeiteinnahme mit gastrointestinalen, renalen und 
kardiovaskulären Nebenwirkungen durch Blockade homöstatisch wirkender Prostaglandine 
(vor allem der COX-1) assoziiert. COX-2-selektive Inhibitoren zeigten weniger 
gastrointestinale Nebenwirkungen, erhöhten allerdings das Risiko für kardiovaskuläre 
(prothrombotische) Ereignisse über Erhöhung des TXA2/PGI2-Verhältnisses und wurden 
teilweise vom Markt genommen (Rofecoxib, Valdecoxib) [5, 115]. Wir wollten unser neu 
etabliertes Testsystem (E. coli; M1/M2; UPLC-MS/MS) nutzen, um den unselektiven COX-
1/COX-2-Inhibitor Ibuprofen und den selektiven COX-2-Inhibitor Celecoxib auf ihren Einfluss 
auf ein sehr komplexes LM-Netzwerk erneut auf den Prüfstand zu stellen.  
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Beide Inhibitoren verringerten 
erwartungsgemäß sehr effizient 
die Bildung der Prostaglandine 
(darunter PGD2, PGE2, PGF2 und 
TXB2). Insbesondere in M1, mit 
signifikant erhöhter COX-2-
Expression, bewirkte dessen 
Blockade aber auch ein erhöhtes Level an freien Fettsäuresubstraten (AA und EPA) sowie 
wahrscheinlich infolge deren Umleitung (Shunting) eine erhöhte Konzentration an 5-LO-
Produkten wie 5-HETE oder LTB4. Interessanterweise wurden bereits häufiger erhöhte 
Leukotrienspiegel in verschiedensten Organen nach NSAR-Einnahme nachgewiesen. Die 
erhöhten 5-LO-Produkte durch NSAR stehen durch Eigenwirkung oder verstärkte 
Rekrutierung und Stimulierung entzündungsfördernder Zellen unter Verdacht an 
verschiedenen Nebenwirkungen (Bronchokonstriktion, Magengeschwüre, kardiovaskuläre 
Ereignisse, Knorpelschäden) zumindest mitbeteiligt zu sein [23]. Das beschriebene Shunting 
war stärker für Celecoxib ausgeprägt. Ursache könnte eine schwach inhibitorische Wirkung 
des hoch konzentrierten Ibuprofens (30 µM) auf die 5-LO (oder FLAP) sein. Starke COX- und 
leichte 5-LO/FLAP-Hemmung durch Ibuprofen könnte durch Substratumleitung auch die 
verstärkte Bildung von 12/15-LO Produkten und SPM in M2 erklären. Auch aufgrund eines 
solchen Shuntings stehen mehr und mehr duale Inhibitoren von COX- und 5-LO-Signalwegen 
im Fokus aktueller Wirkstoffforschung [22, 23, 113, 116]. Insbesondere eine Hemmung von 
nachgeschalteten Enzymen einzeln oder in Kombination wie 5-LO/mPGES-1, LTA4-
Hydrolase/COX, LTA4-H/mPGES-1 oder FLAP/mPGES-1 versprechen wünschenswertere 
LM-Profile (Produkte von COX↓, 5-LO↓, 12/15-LO & SPM↑) [22, 102]. Entsprechende 
Inhibitoren sollten zukünftig in diesem Testsystem geprüft werden. 
4.2.3 5-LO/FLAP-Inhibition 
Leukotriene spielen als proinflammatorische Mediatoren eine wichtige Rolle in zahlreichen 
Erkrankungen mit entzündlicher Komponente (darunter Asthma, Allergien, Atherosklerose und 
Krebs). Trotz umfangreicher Wirkstoffentwicklungen seit 1982 haben es lediglich ein 5-LO-
Inhibitor (Zileuton) und drei Cysteinyl-Leukotrien-Rezeptorantagonisten (Montelukast, 
Pranlukast, Zafirlukast) für die Behandlung von Asthma und allergischer Rhinitis zur Marktreife 
geschafft. Eine mögliche Ursache für diesen nur mäßigen Erfolg ist unter anderem, dass die 
5-LO sowohl in die Biosynthese von pro- als auch antiinflammatorischen LM involviert ist [20, 
21]. Inhibitoren des 5-LO-Helferproteines FLAP könnten dieses Problem teilweise umgehen. 
Diese waren direkten 5-LO-Hemmern in in-vivo Experimenten, präklinischen und klinischen 
Studien häufig überlegen und stehen zunehmend im Fokus aktueller Wirkstoffentwicklungen 
[20, 117]. Es wird angenommen, dass FLAP als Membrananker und Strukturgeber für die 
Abb. 6: Ergebnisse – COX-Inhibition (vereinfachte Darstellung). 
Adaptiert von Werner et al. 2019 [Manuskript II]. 
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aktivierte 5-LO fungiert, AA bereitstellt und eine effiziente Konvertierung von 5-HpETE zu LTA4 
fördert [21, 118]. Nach 5-LO Translokation soll sich dabei, früheren Untersuchungen zufolge, 
erst ein loser 5-LO/FLAP Komplex für eine effiziente Produktbildung ergeben, später soll eine 
engere Verbindung die Enzymaktivität stoppen [119]. Wir testeten den 5-LO-Inhibitor Zileuton 
und den FLAP-Inhibitor MK886, um deren Einfluss auf die Modulation komplexer LM-
Netzwerke besser vergleichen zu können. 
Beide Inhibitoren führten zu einer 
deutlichen Verringerung der 
Leukotrienbildung. Erstaunlicher-
weise zeigten beide Substanzen 
aber eine stärkere Wirkung in M1 
als in M2 (siehe Original-
publikation). Die Ursache dafür 
ist unklar und bedarf weiterer Untersuchungen. Es konnte gezeigt werden, dass die 5-LO-
Produktbildung neben der klassischen calciumgetriggerten Aktivierung durch chemische und 
physikalische Stressoren auch calciumunabhängig (wahrscheinlich durch verstärkte 
Phosphorylierung der 5-LO) infolge verstärkter Aktivität der p38-Mitogen-aktivierten 
Proteinkinasen (p38 MAPK) und nachgeschalteter Kinasen erfolgen kann [90]. Weiterhin 
konnte gezeigt werden, dass die Inhibition der 5-LO-Produktbildung infolge unterschiedlicher 
Stimuli (mit entweder vorwiegend calciumabhängiger- oder MAPK-bedingter 5-LO-
Aktivierung) für ein und denselben Inhibitor verschieden stark erfolgte [120]. Des Weiteren 
wurde nachgewiesen, dass der Redoxstatus des Testmilieus die Inhibitionskapazität einer 
Substanz stark beeinflussen kann [121]. Somit könnten unterschiedliche 5-LO-
Aktivierungswege oder der Redoxstatus zwischen den Makrophagenphänotypen variieren und 
den Inhibitionsverlust in M2 erklären. Wir konnten auch zeigen, dass die FLAP-Expression in 
M2 deutlich geringer ist. Es wäre auch denkbar, dass die häufiger vorkommenden 5-LO/FLAP-
Komplexe in M1 eine pharmakologisch besser adressierbare Konformation beider Proteine für 
die Inhibitoren darstellen könnte. Im Gegensatz zu MK886 hemmte Zileuton auch die 12/15-
LO-Produkte, darunter auch verschiedene SPM. Lipoxygenasen (LO) haben ein Eisen im 
katalytischen Zentrum [95]. Zileuton hat, als N-Hydroxyharnstoffderivat mit sowohl Eisen-
chelatisierenden und reduzierenden Eigenschaften und aufgrund der hohen 
Strukturähnlichkeit verschiedener LO, das Potential unselektiv zu wirken [20, 122-124]. Dies 
wurde in unseren Versuchen bestätigt. Die Inhibition verschiedener SPM durch Zileuton 
verwundert aufgrund der Beteiligung mehrerer LO in deren Biosynthese (darunter 5-LO) nicht. 
Am interessantesten stellte sich das LM-Netzwerk infolge des FLAP-Inhibitors MK886 heraus. 
Neben reinen 5-LO-Produkten wurde unter den SPM nur das aus AA-abgeleitete 5-LO/15-LO-
Produkt LXA4 gehemmt. Dies konnte in einer weiteren Studie unter anderen experimentellen 
Abb. 7: Ergebnisse – 5-LO/FLAP-Inhibition (vereinfachte 
Darstellung). Adaptiert von Werner et al. 2019 [Manuskript II]. 
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Bedingungen ebenfalls gezeigt werden [125]. Erhöht wurden dagegen vor allem, die aus DHA-
abgeleiteten SPMs (D-Resolvine, Maresine, Protektine) und deren Vorstufen. Auch auf Basis 
anderer Forschungsarbeiten schlagen wir folgende Hypothese vor. Die subzelluläre 
Lokalisation der 5-LO bestimmt deren Substratumsetzung. Perinukleär präsentiert FLAP 
vorwiegend AA an die 5-LO und fördert die Bildung von Leukotrienen (aber auch LXA4). 
Befindet sich die 5-LO entfernt von FLAP (weil beispielsweise die p38 MAPK-abhängige 
Phosphorylierung an Serin 271 blockiert ist [126-128] oder ein Inhibitor wie MK886 dessen 
perinukleäre FLAP-Verankerung inhibiert [119]) könnte die 5-LO verstärkt DHA als Substrat 
präsentiert bekommen und D-Resolvine statt Leukotriene produzieren. Ein ähnliches LM-Profil 
konnte auch für den multimodalen mPGES-1/5-LO/FLAP-Inhibitor „Substanz 47“ oder „AF33“ 
(laborinterner Substanzname) ermittelt werden [116]. Insgesamt scheint es so, als wäre FLAP 
für die Biosynthese von DHA-abgeleiteten SPM und deren Vorstufen vernachlässigbar. Im 
Vergleich zu direkten 5-LO-Inhibitoren könnten FLAP-adressierende Wirkstoffe eine 
erfolgreiche Entzündungsauflösung weniger beeinträchtigen. Das Enzym stellt damit sehr 
wahrscheinlich die vielversprechendere Zielstruktur in der 5-LO-Kaskade dar. 
4.2.4 15-LO-1-Inhibition 
Zugelassene Wirkstoffe, welche die 15-LO-1 selektiv hemmen, gibt es bisher nicht. Das liegt 
auch daran, dass die physiologische Rolle des Enzymes nach wie vor nicht gut genug 
aufgeklärt ist. In einigen Arbeiten wurde eine proinflammatorische Aktivität des Enzymes 
nachgewiesen. Beispielsweise sollen Oxygenierungsprodukte der 15-LO-1 (Eoxin A4) nach 
Glutathionkonjugation proinflammatorische, die Gefäßpermeabilität erhöhende, Metabolite 
bilden und in der Pathogenese verschiedener Atemwegserkrankungen beteiligt sein [129]. 
Eine andere Arbeit konnte zeigen, dass die 15-LO-1 in dendritischen Zellen die flächige 
Zellmorphologie und Podosomenbildung bestimmt und die Inhibition der Enzymaktivität die 
Endozytose- und Migrationskapazität der Zellen signifikant verringerte [130]. Eine Vielzahl an 
Forschungsarbeiten attestiert der 15-LO-1 jedoch antiinflammatorische Eigenschaften. 
Beispielsweise zeigte eine Studie, dass die von der 12/15-LO (murines 15-LO-1 Ortholog) 
biosynthetisierten oxidierten Phosphatidylethanolamin-Spezies, präsentiert auf der Oberfläche 
gewebsresidierender Makrophagen, eine sehr maßvolle Phagozytose apoptotischer Zellen im 
Verlauf einer Entzündung bewirken sollen. Diese oxidierten Phospholipide können spezielle 
Brückenmoleküle wie milk fat globule-EGF factor 8 (MFG-E8) abfangen, welche sonst die 
Efferozytose durch die zahlreichen neu infiltrierten Monozyten katalysieren würden. So soll 
das Aufräumen apoptotischer Zellen eine exklusive Aufgabe 12/15-LO-positiver 
gewebsresidierender Makrophagen bleiben und damit nicht in überschießenden 
Antigenpräsentationen und Autoimmunreaktionen resultieren [131]. Interessanterweise konnte 
gezeigt werden, dass die 12/15-LO erst durch den Efferozytoseprozess (und allgemeine 
Phagozytose) in Makrophagen hochreguliert wird und diese 12/15-LO-positiven Zellen 
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einerseits weniger stark durch Toll-like-Rezeptor-Liganden zur Bildung proinflammatorischer 
Zytokine stimuliert werden konnten, andererseits aber eine erhöhte Abwanderung in 
lymphoide Organe aufwiesen [19]. Außerdem wurde in verschiedenen Studien beobachtet, 
dass durch 12/15-LO-generierte oxidierte Phospholipide die Reifung dendritischer Zellen 
(damit die Antigenpräsentationskapazität) hemmen und 12/15-LO-defiziente Tiere in 
verschiedenen Modellen entzündlicher Erkrankungen einen schlechteren Verlauf mit 
verstärkten Autoimmunreaktionen aufzeigen [132]. Zuletzt sind die antiinflammatorischen 
Aktivitäten anderer Biosyntheseprodukte der 15-LO-1 hervorzuheben, nämlich die der bereits 
erwähnten SPM. Darunter zählt beispielsweise die Inhibition der PMNL-Migration und die 
Stimulierung verschiedener nicht-immunogener Phagozytoseprozesse [2, 5-7, 34, 68]. 
Schlussendlich ist die 15-LO-1 über seine Biosyntheseprodukte einerseits in der Lage 
Prozesse des Angeborenen Immunsystems zu drosseln, andererseits ist es womöglich (unter 
anderem durch gesteigerte Migrationskapazität) nennenswert an einer koordinierten, nicht 
überschießenden Erworbenen Immunantwort beteiligt. Weitere Grundlagenforschung zu dem 
Enzym ist dringend erforderlich. Dazu gehört auch die Suche und Charakterisierung potenter 
und selektiver Enzymmodulatoren. Aus diesem Grund wollten wir den vielversprechenden 15-
LO-1-Inhibitor 3887 in unserem Testsystem genauer untersuchen. 
Wir konnten zeigen, dass 3887 
dosisabhängig selektiv die 15-
LO-1-Produktbildung, inklusive 
AA-, EPA- und DHA-abgeleiteter 
Spezies in M2 hemmt. Auch die 
duale Reaktionsspezifität der 
humanen 15-LO-1 konnte bestätigt werden. Außer an Position C15 oxygeniert das Enzym AA 
und EPA auch an C12 (Verhältnis: 9:1 und 8.5:1.5), beziehungsweise DHA neben C17 auch 
C14 (Verhältnis: 6:4) [133]. Somit wurde die Bildung dieser Produkte wie 12-HETE, 12-HEPE 
(12-Hydroxyeicosapentaensäure), 14-HDHA (14-Hydroxydocosahexaensäure) und 
abgeleitete SPM auch vermindert. Die 12-LO war in beiden Makrophagenphänotypen 
vergleichbar gering exprimiert. In M1 (15-LO-1 nicht nachweisbar) wurden 12-LO-Produkte 
sowie 5-LO- und COX- Produkte nicht gehemmt. Unerwarteterweise resultierte die erfolgreiche 
15-LO-1-Hemmung in einer Erhöhung der 5-LO-Produkte in M2. Dies kann an einer 
Fettsäuresubstratumleitung liegen. Es konnte aber auch gezeigt werden, dass 15-LO-1-
Produkte (15-HETE und 12-HETE) ebenfalls an 5-LO und FLAP binden und die klassische 5-
LO-Produktbildung in kompetitiver Art und Weise hemmen können [134, 135]. Die durch 3887 
verminderten 15-LO-Produkte könnten auch in diesem Sinne zu erhöhten 5-LO-Produkten 
geführt haben. 3887 zeigte sich bereits potent und selektiv gegenüber der 15-LO-1 in L1236-
Zellen (humane Hodgkin-Lymphom Zellen) und PMNL sowie an verschiedenen isolierten 
Abb. 8: Ergebnisse – 15-LO-1-Inhibition (vereinfachte 
Darstellung). Adaptiert von Werner et al. 2019 [Manuskript II]. 
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Enzymen [101, 130]. Dies konnte nun erstmals auch an Makrophagen bestätigt werden. Unter 
Berücksichtigung einer möglicherweise erhöhten 5-LO-Produktbildung eignet sich der Inhibitor 
gut, um die physiologischen Funktionen der 15-LO-1 zukünftig noch besser zu untersuchen. 
Ein weiterer antiinflammatorischer therapeutischer Ansatz ist die allosterische 
Enzymaktivierung der 15-LO-1. Eine vielversprechende Substanz wurde bereits identifiziert 
und im Vollblut (mit vergleichsweise kleinem LM-Spektrum) erfolgreich getestet [136]. Unser 
Testsystem eignet sich auch für diese Art von Substanzen, einen pharmakologisch 
eindeutigeren Fingerabdruck abzubilden. 
4.2.5 cPLA2-Inhibition 
Auch die Regulierung der katalytischen Aktivität verschiedener PLA2 ist von hohem 
wissenschaftlichem Interesse. Als übergeordnete Enzyme der LM-Biosynthese sind sie 
natürlich ebenfalls in der Pathophysiologie verschiedener Erkrankungen wie rheumatoider 
Arthritis, kardiovaskulärer und neurologischer Störungen sowie Krebs involviert. Leider hat es 
bisher kein Inhibitor zur Marktreife geschafft. Vielversprechende Substanzen wie Darapladib 
und Varespladib scheiterten in klinischen Studien [137]. Das Säugetiergenom codiert mehr als 
50 verschiedene PLA2 und verwandte Enzyme [138]. Darunter ist die cPLA2α als ein 
Schlüsselenzym der Eicosanoidbiosynthese unter proinflammatorischen Bedingungen von 
besonderer Bedeutung [4, 5]. Das gab uns Anlass, den potenten cPLA2-Inhibitor RSC-3388 
zu testen [139]. 
Wir konnten zeigen, dass vor 
allem die Freisetzung von AA und 
EPA sowie daraus abgeleiteter 
COX-, 5-LO- und 15-LO-
Produkte vermindert werden 
konnte. Die stärkere Hemmung 
in M2 korrelierte mit einer höheren Expression von cPLA2α in diesem Phänotyp. 
Interessanterweise wurde die Freisetzung von DHA und entstandener Metabolite nicht 
gehemmt, teilweise sogar erhöht. Die Diskriminierung von DHA-haltigen Phospholipiden als 
Substrat im Vergleich zu Phospholipiden, die mit AA oder EPA verestert waren, konnte für die 
cPLA2 in einer früheren Arbeit bereits gezeigt werden [140]. Es ist von hoher Relevanz die 
PLA2(s) zu identifizieren, die für die Freisetzung von DHA (und abgeleiteter SPM) in M1 und 
M2 ursächlich ist (sind). In dem Fall würde man eine zur Entzündungsauflösung-beitragende 
PLA2 in humanen Makrophagen identifizieren. Die sekretorischen Phospholipasen: sPLA2-IID, 
-IIF, -III und -X mit Affinität zu PUFA, darunter AA und DHA, wären vielversprechende 
Kandidaten [138, 141]. Die Verwendung weiterer selektiver Inhibitoren in unserem Testsystem, 
inklusive geeigneter Proteinanalytik, könnte zukünftig mehr Klarheit bringen. 
Abb. 9: Ergebnisse – cPLA2-Inhibition (vereinfachte 
Darstellung). Adaptiert von Werner et al. 2019 [Manuskript II]. 
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4.2.6 Zusammenfassende Erkenntnisse aus den Inhibitorstudien  
Im Rahmen des Manuskriptes II etablierten wir erfolgreich ein Entzündungs- (M1) und 
Entzündungsauflösungs- (M2) angelehntes UPLC-MS/MS basiertes Testsystem zu Erstellung 
umfassender LM-Netzwerke. Außerdem stellten wir mit Hilfe bereits etablierter Inhibitoren das 
Testsystem, selbstverständlich auch die Substanzen an sich, umfangreich auf den Prüfstand. 
Wir bestätigten in allen Fällen 
den grundlegenden Wirk-
mechanismus und erhielten 
darüber hinaus weitere sehr 
interessante und teilweise 
unerwartete Ergebnisse. Dabei 
hervorzuheben sind: (I) Sowohl 
COX- als auch 15-LO-1-
Inhibitoren erhöhten sehr deutlich 
die Konzentration der pro-
inflammatorischen Leukotriene. 
(II) FLAP- und 5-LO-Inhibitoren 
reduzierten die Leukotriene 
weniger stark in entzündungsauflösungsfördernden M2. (III) Zileuton blockte auch die 15-LO- 
1-Produktbildung, inklusive sämtlicher SPM – während FLAP-Inhibition vor allem DHA-
abgeleitete SPM erhöhte. (IV) Der 15-LO-1-Inhibitor 3887 hemmte die Bildung sämtlicher 
SPM. Weiterhin müssen noch zwei interessante Ergebnisse aus der Korrelationanalyse (auf 
Basis sämtlicher Inhibitorbehandlungen) diskutiert werden. Mit Hilfe von Bravais-Pearson-
Korrelationen und einer Netzwerkerstellungssoftware (Cytoscape) berechneten wir jeweils ein 
LM-Netzwerk für M1 und M2. Darin stehen zusammenregulierte Spezies nah beieinander. (I) 
15-HETE befindet sich in M2 (15-LO-1↑) erwartungsgemäß in einem „Cluster“ mit anderen 15-
LO-1-Spezies. In M1 (COX-2↑) steht 15-HETE dagegen in unmittelbare Nähe zu 
Prostaglandinen. Dies repräsentiert die potenzielle und bereits mehrfach beschriebene 
Biosynthese durch COX-Enzyme als eine Art Nebenprodukt [72, 86, 102]. (II) 7-HDHA, eine 
Vorstufe des am häufigsten in M2 beobachten SPM RvD5 [7(S),17(S)-dihydroxyDHA], steht in 
M1 gemäß der postulierten Biosynthese in unmittelbarer Nähe zu anderen 5-LO-Produkten [6, 
100]. In M2 befindet sich 7-HDHA allerdings im 15-LO-1-Cluster. Daraus schließen wir, dass 
RvD5 in M2 womöglich auch nur durch die 15-LO-1 gebildet werden kann. Doppelte 
Oxygenierung an zwei verschiedenen Positionen des Fettsäuresubstrates durch ein und 
dieselbe LO wurde beispielsweise für LXB4 bereits beschrieben [142]. Die Biosynthese von 
RvD5 in M2 gilt es in weiterführenden Studien genauer zu untersuchen. Schlussendlich liefert 
unser Testsystem sehr umfassende LM-Netzwerke. Für pharmakologische Interventionen wird 
Abb. 10: Ergebnisse der Inhibitorstudien (vereinfachte 
Darstellung). Adaptiert von Werner et al. 2019 [Manuskript II]. 
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sowohl der Einfluss auf die vorwiegend proinflammatorischen Mediatoren (Prostaglandine und 
Leukotriene) als auch auf die schwerer detektierbaren antiinflammatorischen Metabolite (SPM) 
geprüft. Dies macht das Testsystem aus Manuskript II zu einem nützlichen Werkzeug, um 
zukünftig nebenwirkungsärmere und gezielter entzündungsauflösende Wirkstoffe zu 
identifizieren und zu entwickeln. 
 
4.3 Die Kommunikation zwischen humanen Makrophagen und epithelialen 
Krebszellen schärft ein protumorales Lipidmediatorprofil  
Die konventionelle Krebstherapie adressiert üblicherweise verschiedene Angriffspunkte im 
Zellzyklus der Krebszelle. Der wissenschaftliche Fokus hinsichtlich neuer therapeutischer 
Strategien rückt nun zunehmend auch in Richtung Tumormikroumgebung. Immun- und 
Stromazellen unterliegen weit weniger stark Therapieresistenz-fördernden Mutationen [75]. 
Dabei gehören Tumor-assoziierte-Makrophagen (TAM) zu den mit am häufigsten 
vorkommenden Immunzellen der Tumormikroumgebung [45, 47]. Im Laufe der 
Krebserkrankung ändern Makrophagen ihren Phänotyp häufig in Richtung eines protumoralen 
M2-ähnlichen Typs, der wiederum mit schlechter Prognose für den Krebspatienten assoziiert 
ist [15, 52]. TAM fördern nahezu alle Wesensmerkmale von Krebserkrankungen. Über die 
Sekretion verschiedenster bioaktiver Mediatoren tragen sie beispielsweise zu verstärkter 
Proliferation, Angioneogenese, Metastasierung, dem Entkommen der Immunüberwachung 
entarteter Zellen und zu einer Tumor-fördernden-Entzündung maßgeblich bei [9, 15, 43, 45-
47, 49]. Zu den verantwortlichen Mediatoren zählen unter anderem LM. Vereinfacht kann man 
dabei eher protumorale Prostaglandine und Leukotriene sowie vorwiegend antitumorale SPM 
unterscheiden [8, 10-13]. Im Rahmen des Manuskriptes III entwickelten wir ein Kokulturmodell 
aus Tumor-assoziierten-/M2-ähnlichen-Makrophagen (TAM/M2) und Krebszellen und 
studierten den zellkontaktlosen Einfluss auf die LM-Biosynthesekapazität der einzelnen 
Partner sowie zugrundeliegende Mechanismen. In einem “trans-well Boyden Kammer-
System” koinkubierten wir in Gegenwart von IL-4 (für ein TAM/M2 generierendes Milieu) die 
Makrophagen mit verschiedenen humanen Krebszellen (A549: epitheliale Lungenkrebszellen; 
HT-29: epitheliale Darmkrebszellen; HL-60: promyeloische Blutkrebszellen) für 48 Stunden. 
Als Kontrollen dienten Makrophagen und Krebszellen in Einzelkultur sowie eine Kokultur von 
Makrophagen mit der nicht-entarteten Zelllinie HUVEC (human umbilical vein endothelial 
cells). Die Kokulturpartner wurden durch eine semipermeable Membran mit 0.4 µm 
Porendurchmesser getrennt. Dies erlaubt den Austausch sämtlicher löslicher Mediatoren, 
jedoch keinen Zelldurchtritt.  
Im Vergleich zur Einzelkultur konnten wir zeigen, dass die Makrophagen/A549-Kokultur keinen 
signifikanten Einfluss auf die Makrophagenpolarisierung hinsichtlich charakteristischer 
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Oberflächenmarker hatte. In Einzel- und Kokultur entwickelten sich M2-ähnliche Makrophagen 
mit vergleichbar hoher Expression von M2-typischen CD163 und CD206 und niedriger 
Expression von M1-typischen CD80 [48, 49]. Um den Einfluss auf die LM-
Biosynthesekapazität zu untersuchen, separierten wir die einzelnen Zellpartner voneinander, 
wuschen die Zellen und stimulierten sie mit verschiedenen, die LM-Biosynthese initiierenden, 
Agentien (90 min pathogener E. coli oder 10 min Calcium-Ionophor). In Analogie zu Manuskript 
I und II schlossen wir die gebildeten Mediatoren durch Festphasenextraktion auf und 
quantifizierten diese mittels UPLC-MS/MS. 
Wir konnten zeigen, dass die epithelialen Krebszellen A549 und HT-29 in der Lage waren die 
Biosynthesekapazität eines breiten Spektrums an LM [Leukotriene (5-LO) ↑↑; Prostaglandine 
(COX) ↑; und 15-LO-1-Produkte↑ - letzteres nur durch A549] in den Makrophagen zu erhöhen. 
Für die Kokultur mit den promyeloischen HL-60 und den nicht entarteten HUVEC-Zellen 
konnte dies nicht beobachtet werden. Andererseits waren die Makrophagen in der Lage die 
Biosynthesekapazität an Prostaglandinen (andere bioaktive LM nicht bis kaum nachweisbar) 
nur in den epithelialen Krebszellen A549 und HT-29 zu erhöhen. Summa summarum schärfte 
die zellkontaktlose Kommunikation der Kokultur von TAM/M2 und epithelialen Krebszellen ein 
protumorales LM-Profil in beiden Interaktionspartnern. Dies ist deshalb interessant, da sowohl 
Leukotriene als auch Prostaglandine vielfältige tumorfördernde Eigenschaften besitzen [8, 10-
13]. Bemerkenswerterweise überschneiden sich diese Ergebnisse stark mit den Resultaten 
einer Tierversuchsstudie, bei denen syngene murine Lungenkrebszellen (LLC, Lewis lung 
carcinoma) in die Lungen der Versuchstiere injiziert wurden. Im Laufe der Tumorprogression 
kam es zu einem starken Anstieg der Leukotrien- und Prostaglandinspiegel. Während die 
Prostaglandine von Krebszellen und Immunzellen biosynthetisiert wurden, entstanden die 
Leukotriene wohl ausschließlich durch Neutrophile und Makrophagen der 
Tumormikroumgebung [143]. Unser Ziel war es jedoch nicht, nur deskriptiv LM-Profile zu 
erstellen. Dazu ist ein physiologischer Tierversuch besser geeignet. Wir wollten auch 
zugrundliegende Mechanismen nachvollziehen. Das gelingt in einem 2-Partner-Modell 
mitunter leichter und nachvollziehbarer als in komplexen Organsimen. Fortan untersuchten wir 
die mechanistischen Hintergründe für die verstärkte Bildung von Leukotrienen in Makrophagen 
und Prostaglandinen in Krebszellen im Makrophagen/A549-Kokultur-Modell genauer. 
Mit fast dreifach erhöhter LTB4-Bildung gegenüber der Kontrolle (A549-kokultivierte 
Makrophagen versus einzeln kultivierte Makrophagen) zeigt sich der Anstieg der 5-LO-
Biosynthesekapazität sehr deutlich. Gemäß Literatur konnte eine verstärkte Expression von 5-
LO in vielen Krebsarten nachgewiesen werden [10, 75]. Durch Western Blot Analytik konnten 
aber lediglich leicht erhöhte 15-LO-1-Expressionslevel in ehemals A549-kokultivierten 
Makrophagen ermittelt werden. Dies könnte nur die moderat erhöhten 15-LO-Produkte wie 15-
HETE oder 17-DHA erklären. Für die 5-LO, sein Helferprotein FLAP sowie die cPLA2 konnte 
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jedoch keine Erhöhung hinsichtlich der Enzymexpressionslevel festgestellt werden. Die 
Ursache für die stark erhöhte 5-LO-Produktbildung musste demnach einer gesteigerten 
Enzymaktivität geschuldet sein. Das 5-LO-Enzym unterliegt vielfältigen und komplexen 
Regulationsmechanismen. Beispielsweise wird die Aktivität durch intrazelluläre Calciumlevel, 
subzelluläre Lokalisation, Interaktion mit Helferproteinen und Phosphorylierungen durch 
MAPK-aktivierte Proteinkinase 2 (MAPKAPK-2) oder ERK-1/2 bestimmt [88]. Weiterhin 
stimulierten wir, via Ultraschallbehandlung erzeugte, Makrophagen-Homogenate aus 
vorheriger Ko- oder Einzelkultur. Bei Homogenaten geht die Zellintegrität, inklusive 
physiologischer Enzymregulationsmechanismen verloren und für die LM-Biosynthese bleiben 
vorwiegend nur die Enzymexpressionslevel entscheidend. Das Ausbleiben der gesteigerten 5-
LO-Produktbildung unter diesen Bedingungen unterstrich, dass ein regulatorischer 
Mechanismus innerhalb intakter Zellen zugrunde liegen musste. Mittels Calcium-Imaging 
konnten wir ausschließen, dass es während der 90-minütigen bakteriellen Stimulation zu 
signifikanten Unterschieden der intrazellulären Calciumkonzentration kam. Erst eine Western 
Blot basierte Analytik von relevanten Proteinkinasen, die an der 5-LO-Phosphorylierung 
beteiligt sein sollen, brachte Klarheit. Die ehemalige Kokultur mit epithelialen 
Lungenkrebszellen A549 führte zu einer Art Voraktivierung der Makrophagen, sodass während 
der Stimulation das Phosphorylierungsausmaß der p38 MAPK und nachgeschalteter 
MAPKAPK-2 erhöht wurde. Es konnte bereits gezeigt werden, dass durch eine p38 MAPK - 
MAPKAPK-2 - Kaskade die 5-LO an Serin 271 phosphoryliert wird und diese Phosphorylierung 
mit gesteigerter zellulärer 5-LO-Produktbildung einhergeht [24, 25]. Die Relevanz des 
potenziellen p38 MAPK - MAPKAPK-2 - Signalwegs zur Erhöhung der 5-LO-Produktbildung in 
vorher A549-kokultivierten Makrophagen wurde durch Einsatz des selektiven p38 MAPK-
Inhibitors Skepinone-L unterstrichen [144]. Die durch vorherige Kokultur erhöhte 5-LO-
Produktbildung wurde durch Skepinone-L selektiv und effizient gehemmt. Die p38 MAPK wird 
durch eine Vielzahl von Stimuli aktiviert. Neben Zytokinen und Hormonen wird die Kinase 
durch verschiedenste Formen von Zellstress stimuliert [145]. Man könnte mutmaßen, die 
epithelialen Krebszellen stellten für die Makrophagen bereits einen starken Stressor dar und 
machten die Immunzellen für einen weiteren Stressor, in unserem Fall die bakterielle 
Stimulation, noch empfindlicher. Auch in weiteren großangelegten Tierversuchsstudien stellte 
sich die Kommunikation von Krebs- und Immunzellen mit erhöhter 5-LO Produktbildung als 
kritisch heraus. So selektierten die von Neutrophilen Granulozyten- oder Makrophagen-
abgeleiteten 5-LO-Produkte, über gezielt proliferationsfördernde Eigenschaften, besonders 
Metastase-aktive Krebszellphänotypen heraus und resultierten in vermehrten und größeren 
metastasierten Geschwüren [146, 147]. Darüber hinaus können 5-LO-Produkte an der 
Rekrutierung weiterer metabolisch aktiver TAM beteiligt sein [148]. 5-LO-Inhibitoren zum 
Allheilmittel metastasierender Krebserkrankungen zu erklären wäre jedoch voreilig. Immerhin 
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sind die Metabolite beispielsweise auch in der Anlockung antitumoral wirkender zytotoxischer 
T-Zellen involviert [76, 77]. Da mitunter der G-Protein-gekoppelte LTB4-Rezeptor BLT2 für die 
proliferationsfördernden und Metastase-initiierenden Eigenschaften in Verdacht steht [146, 
147], aber BLT1 verstärkt Chemotaxis vermittelt [6], wäre ein selektiver BLT2-Inhibitor 
vielleicht eine bessere Option, als ein Inhibitor der 5-LO-Biosynthese. Weiterführende Studien 
diesbezüglich sind sicherlich sinnvoll. Unsere Arbeit zeigt einen möglichen Mechanismus auf, 
wie Krebszellen TAM ausnutzen können, potenziell protumorale Leukotriene in der 
Tumormikroumgebung anzureichern. 
 
 
Wie bereits erwähnt, erhöhten auch die TAM/M2 die Prostaglandinsynthese in A549 und etwas 
weniger stark auch in HT-29. Beispielsweise resultierte die vorherige Kokultivierung der A549-
Zellen in einer Erhöhung der PGE2-Synthese auf fast das Sechsfache des Kontrollniveaus. 
Die Prostaglandinbiosynthese der entarteten Epithelzellen durch bakterielle Stimulation ist 
Abb. 11: Die zellkontaktlose Kommunikation zwischen Makrophagen und epithelialen Krebszellen erhöht 
die Leukotrienbildungskapazität der Immunzellen durch eine Verstärkung der p38 MAPK - MAPKAPK-2  
(MK-2) – Aktivierungsachse der 5-LO 
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nicht unbedingt verwunderlich. Epithelzellen bilden die äußerste Schnittstelle eines 
Organismus zu seiner Umwelt. Im Sinne eines Frühwarnsystems können sie vermutlich erste 
immunologische Prozesse einleiten. Es wurde beispielsweise nachgewiesen, dass 
unterschiedlichste bakterielle Poren-formende Toxine (PFT), vermutlich durch Störung der 
Kaliumhomöstase, die Phosphorylierung der p38 MAPK bewirken [149, 150]. Infolge dessen 
wurde beispielsweise auch in A549 verstärkt IL-8, ein potenter Lockstoff für Neutrophile 
Granulozyten, ausgeschüttet [149]. Des Weiteren können bakterielle PFT über einen 
verstärkten Calciumeinstrom die Aktivität der cPLA2 erhöhen und damit Substrate für die LM-
Synthese bereitstellen [106]. Tatsächlich führte auch eine Stimulation mit Calcium-Ionophor, 
was zu einem starken Calciumeinstrom führt [90], zu einer ausgeprägten Prostaglandinbildung 
in A549. Diese wurde ebenfalls durch vorherige Kokultivierung mit den Makrophagen erheblich 
verstärkt. Um hinter die Ursache der verstärkten Prostaglandinbildung zu kommen, 
untersuchen wir die Expression von COX-2, einem Enzym, welches im Kontext einer 
Entzündung und während der Tumorprogression oftmals stark induziert wird [10]. In der Tat 
führte die zellkontaktlose Kommunikation mit TAM/M2 während der Kokultivierung zu einer 
verstärkten Expression der COX-2 in A549. Ähnlich der verstärkten 5-LO Produktbildung in 
Makrophagen, ist die erhöhte Prostaglandinbildung durch Hochregulierung der COX-2 in 
Krebszellen als kritisch einzuschätzen. Die COX-2 korreliert mit schlechter Prognose für den 
Krebspatienten. Zum einen dämpft es über verschiedene Wege die antitumorale 
Immunantwort [8, 11]. Zum anderen induziert es stammzellartige Aktivität der Krebszellen, 
vermittelt Apoptoseresistenz, Proliferation, Angiogenese, Entzündung sowie Invasion und 
Metastasierung [151]. 
Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass die zellkontaktlose Kommunikation von 
epithelialen Krebszellen und TAM/M2-like Makrophagen über erhöhte Biosynthesekapazität 
von Leukotrienen (durch Verstärkung eines p38 MAPK - MAPKAPK-2 - Signalwegs in 
Makrophagen) und Prostaglandinen (durch verstärkte COX-2 Expression in den Krebszellen) 
zu einer krebsfördernden Tumormikroumgebung beitragen kann. Nachfolgende Arbeiten 
könnten aufklären, inwiefern die Krebszellkokultur den p38 MAPK - MAPKAPK-2 - Signalweg 
in Makrophagen für eine erneute Stimulation voraktiviert und welche Faktoren durch 
Makrophagen an- oder abgereichert werden, sodass die COX-2 in den epithelialen 
Lungenkrebszellen A549 hochreguliert wird.  
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4.4 Schlusswort 
Zusammenfassend ist es mit dieser Arbeit gelungen, stärker virulente Bakterien als 
hervorragende physiologische Stimuli für alle Hauptbiosyntheseenzyme der LM-Bildung, 
nämlich COX, 5-LO, und 15-LO, zu identifizieren (Manuskript I). Vielmehr noch konnten wir 
am Beispiel der 5-LO zeigen, dass dabei sowohl calcium- als auch phosphorylierungs-
abhängige Enzymregulierungen involviert sind (Manuskript I und III). Die Kombination eines 
solchen Stimulus mit diversen Makrophagenphänotypen sowie die Etablierung einer selektiven 
und sensitiven UPLC-MS/MS basierten Analytik führte zu einem Testsystem mit sehr 
umfassenden und aussagekräftigen LM-Profilen. Diese Werkzeuge erlaubten uns die 
gesamtheitliche Modulation der LM durch definierte pharmakologische Substanzen 
(Manuskript II) oder die zellkontaktlose Kommunikation mit anderen Zellen (Manuskript III) 
bestmöglich nachzuvollziehen und mündeten in neuen, teils unerwarteten, Ergebnissen. Damit 
trägt die vorliegende Arbeit zur Identifizierung von potenziell nebenwirkungsärmeren und 
effizienteren entzündungsauflösenden Wirkstoffen bei. Auf lange Sicht könnten dabei 
besonders vielversprechende Substanzen einen therapeutischen Benefit in einer Vielzahl 
akuter- und/oder chronisch-entzündlicher Erkrankungen, darunter auch Krebs, leisten. 
Außerdem stellt das etablierte Testsystem in Kombination mit weiterführender experimenteller 
Methodik (wie in Manuskript III exemplarisch gezeigt) eine große Hilfe zur Aufklärung 
zugrundeliegender Mechanismen für eine veränderte LM-Biosynthese in verschiedensten 
experimentellen Settings dar. 
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